











Į 
Е 
` df 
e J Е H e W 
H Hi ai _ 
ge AAN е EA kn sw 
` "ЧЫ? a б - d 
л. (Я; rt J Me, gi - f. 
| ZC ЛАШЫ дч 
Ze "` eg 
ep, Tt 
É j f; ку" a “© { r 
WT, ^ АК" af 
үм \. К? e 28 е: s |, 




















Biochemische Zeitschrift. 


Beiträge 
zur chemischen Physiologie und Pathologie. 


Herausgegeben von 
Е. Buchner-Würzburg, Р. Ehrlich-Frankfurt a. M., F. Hofmeister- 
Straßburg і. Els., C. von Noorden-Frankfurt а. M., Е. Salkowskl- 
Berlin, A. von Wassermann-Berlin, N. Zuntz- Berlin 


unter Mitwirkung von 


И. Ascoll-Catania, L. Asher-Bern, J. Bang-Lund, ©. Bertrand-Paris, A, Bicket- Berlin, Р. Blamer- 
@si-Berlin, A. Bensnal-Rom, Р. Bottazzi-Neapel, ©, Bredig-Karlsruhe i. B., A, Durig-Wien, 
Р. Ehrlich-Breslau, H. e, Euler-Stockholm, 8. Flexner-New York, 8, Fränkel-Wien, E. Freund- 
Wien. Е. Priedmann-Berlin, ©. v. Fürth-Wien, G. Galeotti-Neapel, Н, 3. Hamburger-Groningen, 
A. Hefiter- Berlin, V. Henrl-Paris, W. Heubner-Göttingen, В. Höber-Kiel, М. 3acoby-Berlin, 
R. Kobert- Rostock, M. Kumagawa-Tokio, F. Landelf- Buenos Aires, L. Langstein - Berlin, 
P. A. Levene- New York, L. v. Liebermann - Budapest, J. Loeb- New York, W. Loeb- Berlin, 
А. Leewy-Berlin, A. Magnus-Levy-Berlin. 3. A. Mandel-New York, L., Marchlewski-Krakau, 
Р. Mayer- Karlsbad, J. Меіѕепһеітег- Berlin, L. Michaelis- Berlin, 3. Worgenroth - Berlin, 
W. Nernst-Berlin, W. Ostwald-Leipzig, W. Palladin-St. Petersburg, W. Panli-Wien, R. Pfelßer- 
Breslau, E. Р. Pick - Wien, J. Pohi- Breslau, Ch. Poreber- Lyon, Р, Roehmaan - Breslau, 
P. Benn - Berlin, В, Balaskin - St. Petersburg, N. Sieber-St. Petersburg, И. Blegtried - Leipzig, 
8. Р. L. Sören«sen-Kopenhagen, K. Spire-Straßburg, Е. H. Starling-London, 3. Steklass-Prag. 
W. Straub-Freiburg i. B., A. Stutzer-Königsberr i. Pr., F, Tangi-Bndapest, H. v. Tappelner- 
München, И, Thoms- Berlin, 3. Traube-Charlottenburg, А. J. 3. Vandevelde-Gent, W. Wiecbeowski- 
Prag, A. Wehl-Danzig, J. Wehlgemutä-Berlin. 


Redigiert von - 
C. Neuberg-Berlin. 


Achtundfünfzigster Band. 





Berlin. 
Verlag von Julius Springer. 


1914. 


~ 





A⸗ 


=. wë -4 = 


OK 





331324 


6 
© 


СРуѕо\ 


556 


v.59 


Diuck von Oscar Brandrtet:er in Leipzig 


Inhaltsverzeichnis. 


Bisgaard, Axel. Untersuchungen über die Eiweiß- und Stiokstoffver- 
hältnisse der Cerebrospinalflüssigkeit sowie über die Wasser- 
stoffionenkonzentration derselben .............. 

Hausmann, Мах. Die „spontane“ Schwefelwasserstoffentwioklung der 
Leber und des Eierklas . . .. Br De ie 

Meyerstein, W. und E. Allenbach. Über — Einfluß der Leukooyten 
auf hämolytische Substanzen . . . . . кз йй 

Böe, Gunnar. Untersuchungen über alimentäre Hyperglykämie SC 

Weiß, Moriz und Nikelaus Ssobelew. Über ein colorimetrisches Ver- 
fahren zur quantitativen Bestimmung des Histidins . . . . .. 

Zahn, Alfred und Chandler J. Walker. Über die Aufhebung der Blut- 
gerinnung in der РІеогаћбЫе . ............ . 

Gey, 8. Über die Verdaulichkeit der Stiokstoffsubstanzen in Какао 
und Kakaoschalen . . . . . . .. .. а 

Вова, Р. und L. Michaelis. Die Wirkungsbedingungen der Maltaso 
auf a-Methylglucosid und die Affinitätsgröße des Ferments . . 

Neuberg, C. und Jeh. Kerb, Über zuckerfreie Hefegärungen. XIII. . 

Pechstein, Н. Bemerkungen zu Spiros III. Mitteilung über die Fäl- 
lung von Kolloiden. . . . 2. 2. 220%. сөсүз Ж. же na 

Rogée, Н. und ©, #тїшєһ, Zur Chlorbestimmung im Blute . .. . 

Leeb, Jacques und W. Р. Ewald. Die Frequenz der Herztätigkeit als 
eindeutige Funktion der Temperatur . . . . . — 

izar, ©. und ©. Patané. Über Antigene für die Meiostagminreaktion 
bei bösartigen Geschwülsten. Г................ 

Isar, ©. und C. Patané. Über Lipoproteine. П.......... 

Rohland, Paul. Das Verhalten der Tone und Kaoline gegen Hydroxyl- 
ionen: аар 

Bach, А. Zur Kenntnis der Reduktionsfermente. У........ 

Liesegang, Raphael Её. Prinzipielle Bemerkungen über das Eindringen 
kolloider Farbstoffe in Pflanzenzellen . . . . . 2 2 2 220% 

Iwanefi, Nicolaus. Über die flüchtigen Basen der Hefeautolyse 

reet, М. Beiträge zur Kenntnis der Anthocyane. Über künst- 
liches Апһосуап................... SS 


Seite 


119 


180 


. 187 


148 
158 


171 
175 


177 


186 
195 


202 
205 


213 


. 217 


. 225 


IV 


Bang, Ivar. Über den Mechanismus einiger experimente:!'cı Hyper- 
glykämieformen bei Kaninchen ............ 
Well, Edmund. Über die Wirkungsweise der beim Meerschweinchen 
erzeugten Hammelbluthämolysine ............ 
Barrenscheen, Hermann K. Über Glykogen- und Zuckerbildung in dër 
isolierten Warmblüterleber ................. 
Michaelis, L. und A. Mendelssohn. Die Wirkungsbedingungen des 
Labferments . . . s. 2 2 2 0 2 2 2 222000. ee 
Ohta, Kohshi. Darstellung 3 von N eiweißfröiem Emulsin ....... 
Forschbach, J. Zur Frage der Muskelmilchsäure beim Diabetes mel- 
litus und der glykolytischen Kraft des Muskel. . . . . . . . 
Jacobs, Friedrich. Versuche über den kolloidalen Zustand von Ei- 
weiß- und Goldsolgemischen . . а... 2: 2 2 2 2 222200. 
Heubner, W. und Fr. Jaceks. Goldzahlbestimmungen an ie 
des Blutes. "u a ae 66 
Landsteiner, Karl. Über einige Eiweißderivate . . . . . . 
Poreelli-Titone, F. Über das verschiedene Verhalten der Wärmebilanz 
bei dem durch verschiedene Fiebererreger hervorgerufenen Fieber 
Kretschmer. Über anaphylaxieähnliche Vergiftungserscheinungen bei 
Meerschweinchen nach der Einspritzung gerinnungshemmender 
und gerinnungsbeschleunigender Substanzen in die Blutbahn. . 
Zerner, Ernst und Rudolfino Waltuch. Zur Frage des Pentosurie- 


zuckes ...... ёсе Er 
Meyer, Kurt. Zum bakteriellen Abbau des d-Glucosamins . . . . . 
Biasel, Leopold und Joh. Matala. Untersuchungen über physikalische 
Zustandsänderungen der Kolloide ХУІ ]............. 
Beysen-Jensen, Р. Die Zersetzung des Zuckers bei der alkoholischen 
— оу уж we a E Dr Én er аа о з 
Baler, Hans und Harald Oramer. Zur Kenntnis der Invertasebildung 
In: Helos жоё a ee к 5 5 


Gutmann, 8. Über die Bestimmung des Calciums in organischen 
tierischen Flüssigkeiten und organischen festen Substanzen 
Stenström, Thor. Pituitrin und die Adrenalinhyperglykämie . . . . 
Schloßmann, Artur und Hans Murschhauser. Der Stoffwechsel des Säug- 
lings im Hunger. П................... if 
Thar, H. Über einen neuen Heißextraktionsapparat ....... 
Autorenverzeiohnis 


э ө ә ò% ө ө өе ә ө ө э ө ө ә ө е ò э е э 


Seite 


. 236 


. 257 


‚7 


* el wf 


чей 


Untersuchungen über die Eiweiß- und Stickstoffverhält- 
nisse der Cerebrospinalflüssigkeit sowie über die Wasser- 
stoffionenkonzentration derselben. 


(Auszug aus einer am 3. September 1912 der medizinischen 
Fakultät zu Kopenhagen eingereichten Universitätsschrift.) 


Von 
Axel Bisgaard. 


(Aus dem Carlsberg-Laboratorium und aus der Kopenhagener Irren- 
anstalt Skt. Hans-Hospital.) 


(Eingegangen am 16. Oktober 1913.) 


Die nachfolgenden Untersuchungen wurden zunächst von 
klinischen Gesichtspunkten aus vorgenommen, und das zu- 
grundeliegende Material entstammt hauptsächlich geisteskranken 
Patienten. 

Da die Spinalflüssigkeit bekanntlich nur kleine Eiweiß- 
mengen enthält und jedesmal bloß wenige Kubikzentimeter 
gewonnen werden können, mußte vorerst eine einigermaßen 
genaue Methode zur Bestimmung der Eiweißmenge gefunden 
werden. 

Die Salpetersäureprobe. 


Zunächst habe ich die Anwendung von Salpetersäure nach 
Heller gewählt. 

Dieses Verfahren zur quantitativen Bestimmung scheint zuerst zu 
ungefähr der gleichen Zeit von Robert und Stolnikow (1876), später 
von Brandberg und Mittelbach (vd. Hammarsten) angewandt 
worden zu sein. Diese Verfasser haben die Methode zur Bestimmung 
des Eiweißes im Harn benutzt. Das Prinzip war, diejenige Verdünnung 
des Harns zu finden, bei der man eine noch erkennbare Ausfällung bei 
der Hellerschen Probe erhalten würde. Durch gleichzeitig ausgeführte 
Gewichtsanalysen wurde der Faktor а bestimmt, mit dem die die Ver- 
dünnung angebende Zahl multipliziert werden mußte, um das Gewichts- 
prozent zu ermitteln. Roberts findet а = 0,0034, wenn der Ring nach 


30 Sekunden erscheint und nach 45 Sekunden deutlich ist, Stolnikow 
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benutzt HNO, vom spez. Gew. 1,22 (== 35°/, HNO,) und findet а = 0,004, 
wenn der Ring nach 40 Sekunden erscheint und nach 1:/, Minuten deut- 
lich ist, Brandberg findet а = 0,0033. Der letztere Verfasser liest ab, 
indem er das Licht mit der Hand abblendet; seine Untersuchungen 
wurden unter Hammarstens Leitung vorgenommen. Brandberg hat 
aber darauf aufmerksam gemacht, daß man bei den verschiedenen Harn- 
proben für a etwas verschiedene Werte findet, mit anderen Worten: das 
gemessene Eiweiß besteht nicht immer aus denselben Substanzen in 
denselben relativen Mengen. Eine Eiweißsubstanz verhält sich außer- 
dem verschieden gegenüber den verschiedenen Reagenzien (Hofmeister), 
im vorliegenden Falle essigsaurer Salzlösung und Salpetersäure. Der 
Gewichtsausdruck a besitzt demnach nur einen relativen Wert. 

Später ist а = 0,0033 bei der Bestimmung des Eiweißprozentgehaltes 
im Blutserum (Engel) und Spinalflüssigkeiten (Zaloziecki, Fröder- 
ström und Wigert, Liebscher, Boas und Lind) angewandt worden. 
Die hier angeführten Gewichtsprozente können mit den durch andere Me- 
thoden gefundenen nicht direkt in Vergleich gestellt werden — worauf 
auch Fröderström und Wigert aufmerksam machen —; sie geben 
keinen Ausdruck für die Gesamteiweißmenge, sondern nur für den durch 
Salpetersäure nachweisbaren Teil des Eiweißes. 


Zur Ablesung der in der stärksten Verdünnung entstehen- 
den Ausfällung bedient sich Zaloziecki eines von Ross und 
Jones zu ähnlichen Zwecken empfohlenen geschlossenen Kastens 
mit spaltenförmiger Öffnung an der Vorderseite und einer 
kleinen runden Öffnung oben, worin ein Reagensglas an- 
gebracht werden kann. 

Einen solchen Kasten eigener Konstruktion!) habe ich 
auch angewandt. Die Spalte der Vorderseite ist zwecks Ver- 
schärfung der Ablesung mit einem trichterförmigen Rohr um- 
geben. Eine elektrische Lampe ist in fixierter Entfernung von 
der oberen Öffnung angebracht, und das ganze wird von einem 
der Höhe nach einstellbaren Träger getragen. Zur Abblendung 
des Lichtes dient ein dunkles Tuch. 

Ferner bedient man sich eines Gestelles mit z. B. 24 Re- 
agensgläsern, 12 von der Größe 10><130 mm und 12 von der 
Größe 14 >< 130 mm. Die letzteren werden für die Verdünnungen, 
die ersteren für die eigentlichen in dem Kasten abzulesenden 
Proben benutzt. Das Glas muß homogen und ohne Rillen oder 
Blasen sein. Weiter sind eine Pipette, a, von 5 com Inhalt, in 
0,05 ccm geteilt, einige Pipetten, b, von 1 ccm, in 0,02 ccm 
geteilt, und endlich einige Pipetten, c, von 1 ccm notwendig. 


1) Bei Camillus Nyrop, Kopenhagen, hergestellt. 
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Die angewandte Salpetersäure ist die in der Pharmakopoe 
vorgeschriebene (spez. Gew. 1,18). 

Die Pipetten müssen genau übereinstimmen und sämtliche 
Gläser vollkommen rein sein. Die Salpetersäure und die für 
die Verdünnungen angewandte 0,9°/ ige Kochsalzlösung, sowie 
selbstverständlich die Spinalflüssigkeiten müssen durch Filtrieren 
sorgfältig von Fäden, Flocken usw. befreit werden. 

Mit der Pipette b nimmt man z.B. 0,3 ccm der Spinal- 
flüssigkeit; diese läßt man entlang der Innenseite des schräg 
gehaltenen Reagenzglases herunterlaufen, indem die Spitze der 
Pipette das Glas berührt. Mit der Pipette а gibt man 2,7 ccm 
Kochsalzlösung dazu, so daß man eine 10Omalige Verdünnung 
erhält. Die Spitze dieser Pipette wird an dieselbe Stelle des 
Glases wie die erstere angesetzt. Das Glas wird geschüttelt. 
Mit einer Pipette b gibt man hiervon 1 com in eins der kleinen 
Gläser und sodann mit einer Pipette с genau 1ccm HNO,. 
Der Tropfen an der Spitze wird abgestreift, die Pipette bis 
zum Boden des Glases geführt und die Salpetersäure langsam 
herausgelassen. Man erhält so die bekannten zwei Flüssigkeits- 
schichten wie bei der Hellerschen Probe. Die Pipette wird 
vorsichtig herausgezogen und gut abgetrocknet, bevor sie noch- 
mals in die Salpetersäure übergeführt wird. Auf diese Weise 
erreicht man, daß stets auf 1 ccm Probeflüssigkeit 1 ccm Re- 
agenz benutzt wird. Nach genau 3 Minuten wird im Kasten 
abgelesen, ob eine Reaktion eingetreten ist. Bejahendenfalls kann 
man jetzt weiter gehen, aus der 10 maligen Verdünnung 0,5 ccm 
in eins der kleinen Gläser 0,5 ccm hinzusetzen (Verdünnung 
20 mal) usw. 

Zur positiven Reaktion muß man verlangen, daß die Aus- 
fällung auch nach oben deutlich abgegrenzt ist. Wenn zweifel- 
haft (oder gar keine Ausfällung), ist die Reaktion negativ?). 

Zur Schätzung des Ablesungsfehlers habe ich an 5 Spinal- 
flüssigkeiten (5 >< 5) Fehlerbestimmungen vorgenommen. 


1) Luftblasen in den dünnen Pipetten können von störender Wir- 
kung sein. Dieselben werden entfernt, indem man die Flüssigkeit zuerst 
ein wenig ansaugt und sodann kräftig hinausbläst; beim Wiederfüllen 
der Pipette erscheinen sie dann nicht mehr. Luftblasen an der Grenze 
zwischen Salpetersäure und Spinalflüssigkeit können die Ablesung stören. 


Sie steigen ohne weitere Störung in die Höhe, wenn man den oberen 
1* 
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Jede Ablesung war das Resultat von wenigstens 3 Proben, 
von denen die niedrigste Verdünnung stärker positiv, die 
höchste negativ war. Die Verdünnungen wurden jedesmal 
wieder von neuem ausgeführt, und so weit als möglich war 
der Unterschied zwischen den einander am nächsten liegen- 
den Werten prozentual der gleiche. Aus den einzelnen Pro- 
zenten findet man m = 2,71°/,. Es ist also eine gute Genauig- 
keit durch diese Methode erreicht worden. Findet man 2. В. 
a. f = 0,0179], (wo f = die Verdünnung, а == der obenerwähnte 
Gewichtskoeffizient,, und rechnet man den doppelten Mittel- 
fehler, so kann der Fehler nur 0,001 betragen. 

Da ich bei den später zu erwähnenden Stickstoffunter- 
suchungen einen Wert für a benötigte, benutzte ich zu diesem 
Zweck folgendes Verfahren: 

Von 3 post mortem punktierten Paralytikern nahm ich 
je 40 ccm Spinalflüssigkeit und zentrifugierte 1 Stunde. Рага- 
lytiker wurden gewählt, damit ziemlich reichliche Mengen von 
Eiweiß erhalten werden könnten. Das Eiweiß wurde darauf 
mit der gleichen Menge Trichloressigsäure (10°/ iger) ausgefällt, 
wonach Kochen, Filtrieren auf gewogenem Filter, Auswaschen 
mit destilliertem Wasser, Alkohol und Äther und dann wieder 
Wägung erfolgte. Das Resultat ist aus der Tabelle I ersichtlich. 


Tabelle 1. 







Eiweiß mit | Verdünnung 
bei der 





0,247 13 
0,137 50 
0,086 50 


1/04: 0,247 13 = 0,001 51 
tao : 0,187 50 = 0,001 72 
Un : 0,086 50 = 0,001 88 











Алын 
Гав 


Hieraus erhält man als Mittelwert a= 0,001 70. 
(Zaloziecki fand a= 0,00222.) Ich werde später hierauf 
zurückkommen. 


Teil des Resgensglases mit den Fingern leicht anklopft. Entwicklung 
von Organismen in der NaCl-Lösung bewirkt, daß die letztere durch 
eine neue ersetzt werden muß. Durch vorherige Desinfektion der Flasche 
und der Pipette mittels Formols und im übrigen gründliches Nachspülen 
mit destilliertem Wasser wird die Haltbarkeit der Kochsalzlösung in 
hohem Grade erhöht. 
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Es ist nur noch zu bemerken, daß ich wiederholt Proben 
mit Spinalflüssigkeiten vorgenommen habe, sowohl nach (bis 
14 tägiger) Aufbewahrung als nach Zentrifugieren, wo Pleocytose 
vorhanden war, und stets wieder dieselben Verdünnungsziffern 
gefunden habe. Die Reaktionen können demnach als nach der 
Punktur konstant angesehen werden, und die Zellen dürften 
in dieser Beziehung ohne Einfluß sein. 


Die Mercurichloridprobe. 


Mit feineren Fällungsmitteln, die wie Salpetersäure nach 
dem Hellerschen Prinzip Anwendung finden konnten, habe 
ich auch Versuche angestellt. Z. В. wurde das sogenannte 
Spieglersche Reagens (Hammarsten, 8. 641) geprüft. Wenn 
dasselbe bei dieser Probe angewandt werden sollte, mußte man 
es mit NaCl sättigen, da anderenfalls die Ausfällung einen 
diffusen Charakter nach oben hin annehmen würde. Es ge- 
stattete aber keine bessere Ablesung als die Salpetersäure, und 
die Methode würde nur um so umständlicher werden, weil eine 
3 bis 4 mal so starke Verdünnung angewendet werden mußte. 


Die Ammoniumsulfatprobe. 


Ferner wurde aus klinischen Ursachen eine Untersuchung 
auf die durch Ammoniumsulfat in halbgesättigter Lösung fäll- 
baren Substanzen, die „Globuline“* (Quincke, Nissl, Nonne), 
vorgenommen. Die Nonnesche Technik habe ich aufgegeben 
und untersuchte darauf, ob nicht etwa ein ganz ähnliches Ver- 
fahren wie bei der Salpetersäure sich anwenden ließe. Roß 
und Jones hatten im voraus das Ammoniumsulfat nach dem 
Hellerschen Prinzip für eine bloß qualitative Beurteilung 
angewandt. Durch Kombination mit dem oben beschriebenen 
Verdünnungsprinzip würde man zugleich eine quantitative 
Schätzung erreichen, die erst innerhalb weit engerer 
Grenzen von dem subjektiven Ermessen, das Nonne 
und auch КоВ und Jones angewandt haben, abhängig sein 
würde. (Daß auch Roß und Jones Verdünnungen empfahlen, 
habe ich anfänglich übersehen.) 

Vorerst muß man sich darüber klar sein, daß eine Probe 
mit einer konzentrierten Ammoniumsulfatlösung nach dem 
Hellerschen Prinzip eine ganz andere ist, als wenn gleiche 
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Teile der Flüssigkeiten gemischt werden. Ich kann Smidt 
beistimmen, wenn er behauptet, daB man im letzteren Falle 
stets in der Spinalflüssigkeit eine stärkere oder weniger starke 
Opalescenz erhalten wird. — Dagegen kann die Probe von 
Roß und Jones sehr wohl ein negatives Resultat geben. — 
Diese Versuchsanordnung dürfte also in dieser Hinsicht einen 
wesentlichen Vorteil bieten, vorausgesetzt, daß das positive 
Ergebnis ein genügend umfassendes ist. 

Die Tabelle A zeigt die Ergebnisse meiner Verdünnungs- 
titer (die erste Zahl bedeutet den Am,SO,-Titer, die letzte 
Zahl den HNO,-Titer) in Vergleich mit den durch die Nonnesche 
Technik gewonnenen Resultaten. 


Tabelle A. 


Nr. Diagnose | Eiweiß Phase I. 









Opalescenz 
do. 
do. 
do Spur) 
do do. 
do (stark) 
do. 
do. 
do. 
' до. 
28 do. do. 
34 Alcoholismus chron. do. (Spur) 
85 do. do. do. 
35 do. 
11 do. do. 
33 
(luetica ?) do. do. 
46 do. do. do. 
43 do. do. do. 
50 Emollitio cerebri do. do. 
54 Dementia praecox do. 
70 Epilepsia do. 





Man sieht, daß den nach meiner Methode steigenden Werten 
unregelmäßig schwankende Grade nach den Nonneschen Be- 
zeichnungen entsprechen, und die letzteren zeigen übrigens in 
sämtlichen Fällen (mehr oder wenig ausgesprochene) positive 
Resultate, selbst wenn man nach dem Roß- und Jonesschen 
Prinzip keine Reaktion erhalten würde. Die übrigen Unregel- 
mäßigkeiten sind zweifellos auf den der Nonneschen Technik 
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wahrscheinlich anhaftenden bedeutenden Ablesungsfehler zurück- 
zuführen (vgl. Nr. 31 und 48 sowie Nr. 31 und 54). 

Bei der Zubereitung der Salzlösung verlangt Nonne, daß ein Am- 
moniumsulfat „purissimum, neutrale (Merck)“ verwendet werden muß. 
Er nimmt 85 g auf 100 g Wasser und kocht, „solange noch etwas in 
Lösung geht“, kühlt sodann ab bis zur Krystallisierung bei Zimmer- 
temperatur und filtriert. Beim Kochen werden aber sämtliche 85 g ge- 
löst, und es entweicht zu gleicher Zeit etwas Ammoniak. Das Filtrat 
wird infolgedessen sauer reagieren (d.h. Lackmuslösung rot färben), was 
gerade nicht, wie Nonne ев selbst betont, eintreten darf. 

Man kann aber sehr wohl gewöhnliches, chemisch reines 
(d. h. arsenfreiee) Ammoniumsulfat verwenden, wenn nur 
erwärmt, nicht gekocht wird, und wenn nur alle Lösungen 
gegen Lackmuslösung geprüft werden, die sich höchstens violett, 
nicht aber rötlich färben darf. Es ist ja bekannt, daß bei 
Zusatz einer Säure zu einer Lösung eines neutralen Salzes 
sofort Proteinsubstanzen, die durch die Salzlösung allein nicht 
fällbar sind, ausgefällt werden; die Tabelle II läßt auch dieses 
erkennen. 

Tabelle II. 


Verdünnungsgrenze | Verdünnungsgrenze 
Nr. mit neutralem | mit (NH,),SO, nach 
(NH,)SO, Nonne dargestellt 





Man muß also von der Ammoniumsulfatlösung verlangen, 
daß sie eine konzentrierte, reine, neutrale und klare Lösung 
sein muß. | 

Um gleichmäßige Resultate zu erhalten, wird es indessen 
auch notwendig sein, daß die zu untersuchende Flüssigkeit 
stets den gleichen Salzgehalt, im vorliegenden Falle 0,9°/, NaCl, 
besitzt. Wie Hofmeister und seine Mitarbeiter (Kühne, Pick, 
Umber, Zunz u. a.) gezeigt haben, werden die Eiweißsub- 
stanzen durch die verschiedenen Salze in bestimmten Fraktionen 
gefällt, wobei jede Fraktion ihre durch den Salzgehalt be- 
stimmten Grenzen hat. Auch der Eiweißprozentgehalt spielt eine 
gewisse Rolle, von der jedoch hier abgesehen werden kann, 
weil hier bloß die äußerste Grenze einer noch erkennbaren 
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Reaktion bestimmt wird, und man annehmen darf, daß diese 
jedesmal bei der gleichen Proteinmenge eintreten wird. - 

Dagegen braucht man nur ein kleines Extra-Salzquantum, 
z.B. 10°/,, einer Spinalflüssigkeit zuzusetzen, damit die Ver- 
dünnungszahl bei Ammoniumsulfat sich verdoppeln soll, 
während sie bei Salpetersäure unverändert bleibt. 

Die Versuchsanordnung war nun — wie erwähnt — die 
gleiche wie bei der Salpetersäureprobe, und wenn man die 
Ammoniumsulfatlösung auf den Boden des Reagensglases 
unter der Spinalflüssigkeit herauslaufen läßt und die Pipette 
zurückzieht, wird stets zufolge der Adhäsion eine größere oder 
kleinere Menge der Salzlösung in die obere Schicht der Flüssig- 
keit mitgerissen werden und deren Salzgehalt um eine gewisse, 
nicht konstante, sondern jedesmal und bei den verschiedenen 
Untersuchern etwas variierende Größe vermehren. Dieses könnte 
man vermeiden, wenn man in umgekehrter Weise die Spinal- 
flüssigkeit langsam über die Salzlösung herablaufen ließe; dazu 
wäre aber eine neue reine Pipette bei jeder neuen Verdünnung 
notwendig, und man würde entweder die Ausführung verlangsamen 
oder Fehler beim Versuch veranlassen, wenn die Salpetersäure- 
probe auf die eine, die Ammoniumsulfatprobe auf eine andere 
Weise vorgenommen würde; da es sich bei der letzteren nicht 
eben um die äußerste Genauigkeit gehandelt hat, habe ich eine der- 
artige Änderung nicht vornehmen wollen. Die Ablesungen wurden 
wie bei der HNO,-Probe nach 3 Minuten vorgenommen. 

Um den Fehler zu prüfen, habe ich ähnliche 5 >< 5 Ver- 
suche wie bei der Salpetersäureprobe ausgeführt, wobei 
т = 4,83°|, gefunden wurde. — Der Fehler ist demnach, wie 
zu erwarten war, größer als bei der Salpetersäureprobe. 

Zaloziecki hat gegen den quantitativen Wert meiner 
Ammoniumsulfatprobe eingewendet, daß sie nicht allein eine 
Globulinprobe sei, sondern auch die Albumine nachweise — 
Wahrscheinlich ist es also Zaloziecki nicht bekannt, daß 
„Albumine“ bei diesem Verfahren in den hier angewendeten 
Konzentrationen nicht gefällt werden; z. B. gibt eine Serum- 
albuminlösung von 0,2°/, keine Reaktion. Übrigens wird aber 
gerade bei dem Austitrieren die Verdünnung noch weiter 
geführt, so daß die Bedeutung dieses Faktors ganz aufgehoben 
wird. Siehe übrigens später. 


— t— — — 
— — 
— — — — 
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In Hinblick auf Zaloziecki wird hier nochmals darauf 
aufmerksam gemacht, daß bei meinen sämtlichen Eiweiß- 
proben nach dem Hellerschen Verfahren erstes Prinzip ist: 
Ablesung in dem beschriebenen lichtdichten Kasten. 


Allgemeine Methodik. 

Der Einfachheit halber wird nachfolgende schematische 
Darstellung des bei der Untersuchung der Spinalflüssigkeit, z. B. 
eines Paralytikers, von mir befolgten Verfahrens angeführt. 
Ich habe gleichzeitig mit Ammoniumsulfat und mit Salpeter- 
säure Proben angestellt, und bei der letzteren Probe habe ich 
eine 10 malige Verdünnung der Spinalflüssigkeit (0,3 -+ 2,7 = 3,0) 
verwendet. 


50 30 10 
(0,2 + 0,8) (0,35 F 0,7) (== unverändert) 
S N Z 
/ N Z 
N Z “ыы 
40 20 
(0,25 + 0,75) (0,5 + 0,5) 
/ N 
4,5 3,5 2,5 1,5 


(02 0,7) (0,340,75) (0,40,6) (0,74-0,35) 

Die Verdünnungen werden durch die unterstrichenen Zahlen 
angegeben und wurden in der Reihenfolge, wie man natürlich 
liest, ausgeführt. Von den Zahlen in den Parenthesen gibt 
die erstere die Spinalflüssigkeit, die letztere die NaCl-Lösung 
an, beide in Kubikzentimetern. Selbstverständlich wird nicht 
1 geprüft, wenn 5 negativ und 3 positiv ist, sondern in diesem 
Falle 4 und, falls diese negativ ist, 3,5, falls positv, 4,5 usw. 
Die Verdünnungszahlen werden mit derjenigen Verdünnung, 
von der man ausging, multipliziert. — Die Ergebnisse einer 
Eiweißuntersuchung werden also in der Folge durch 
zweiZahlenbezeichnet;4—30bedeutetz.B.Verdünnungs- 
titer 4 für Ammoniumsulfat, 30 für Salpetersäure, 
Bei einiger Übung kann eine solche Bestimmung in 10 bis 
15 Minuten und mit !/, ccm Spinalflüssigkeit ausgeführt werden. 


Blut in der Spinalflüssigkeit. 


Die Spinalflüssigkeiten waren sämtlich alkalisch (haben 
Lackmus blau gefärbt), und Essigsäure hat niemals eine Aus- 
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fällung oder nennenswerte Opalescenz gegeben, die als mucin- 
ähnliche Substanz gedeutet werden könnte (Nonne). 
Gegenüber Blutbeimischung muß man besonders auf- 
merksam sein, da Serum, bzw. Plasma eine reichliche Eiweiß- 
menge enthält. Eine geringe Blutmenge kann äußerst leicht 
mit der Flüssigkeit zusammen erhalten werden, selbst wenn man 
diese vorsichtshalber in mehreren Gläsern auffängt und nament- 
lich die erste Portion beiseite stellt. In der Regelwird einschädlicher 
Gehalt an Blut sich durch einen gelblich-rötlichen Schimmer, wenn 
man das Glas gegen das Licht hält, leicht erkennen lassen, 
und beim Stehenlassen oder Zentrifugieren setzen sich ja die 
Erythrocyten als ein leicht erkennbarer, kleiner roter Punkt 
auf den Boden des Glases ab. In solchen Fällen ist die Spinal- 
flüssigkeit für Eiweißuntersuchung unbrauchbar. Man findet 
in einer solchen Spinalflüssigkeit, die sonst 2. В. 1—15 zeigt, 
nach Blutzugabe etwa 5—60. Bisweilen können jedoch rote 
Blutkörperchen in die Spinalflüssigkeit hineingelangen, wahr- 
scheinlich aus einem Blutkuchen oder dergleichen, ohne daß 
Serum in einer die Eiweißreaktionen störenden Menge mitge- 
kommen ist; dies gehört jedoch zu den Ausnahmen. Findet 
man Blut in der oben angegebenen Weise oder, in Zweifels- 
fällen, etwa Blutfarbstoff mittels des Spektroskops, so muß 
das Punktat kassiert werden. Übrigens leistet die mikro- 
skopische Untersuchung in dieser Beziehung gute Hilfe. 
Es kommt außerordentlich oft vor, daß die Spinalflüssigkeit 
ganz wasserklar erschienen ist, und daß in der Zählkammer 
dessenungeachtet vereinzelte rote Blutkörperchen wahrnehmbar 
sind. Nonne hat gefunden, daß, wenn in jedem Quadrat des 
eingeteilten Gesichtsfeldes der Fuchs-Rosenthalschen Zähl- 
kammer bloß eine der „starken Pleocytose“ entsprechende An- 
zahl Erythrocyten, d.h. 3 bis 4 Zellen auftreten, die Blutbei- 
mischung keinen nachweisbaren Einfluß auf die Phase 1 hat. 
Nach meinen Erfahrungen ist diese Grenze keineswegs zu hoch 
gezogen, und man kann sich — auch was die Salpetersäure- 
probe, welche die feinere ist, betrifft — ruhig danach richten. 
Die Möglichkeit, daß Fehler unterlaufen können, ist aber 
nicht allein bei den soeben erwähnten artifiziellen Blutungen 
vorhanden. Verschwindet die rote Färbung durch Zentrifugieren 
nicht, oder erhält man keinen Bodensatz von roten Blutkörper- 
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chen, so wird die Blutung eine intrarachnoidale, bei einem 
gewissen Alter, sein. Ist dieselbe nämlich sehr frisch, so läßt 
sie sich nicht von den artifiziellen unterscheiden. Bei kurz 
darauf folgender Repunktierung wird man aber bei intra- 
rachnoidalen Blutungen ein Punktat wie das vorhergehende, bei 
artifiziellen Blutungen dagegen eher eine klare Flüssigkeit er- 
halten (Rehm). Froin hat die intrarachnoidalen Blutungen 
näher studiert. Er findet, daß das Blut nicht mehr wie bei 
stärkeren artifiziellen Blutungen koagulierbar ist, und er gibt 
eine Farbenskala an, nach der die Spinalflüssigkeit sich im 
Laufe von ca. 33 Tagen verändert. Am 23. Tage ist der Liquor 
noch gelblich. Die Stufen der Skala sind übrigens: gelb — 
stärker gelb — rosa — gelb — schwach gelb — klar. Außer- 
dem sind etliche Zellen vorhanden und es findet eine Vermeh- 
rung der Eiweißmenge statt; beide vermehren sich von den 
ersten Tagen der Blutung an, erreichen ihr Maximum zu gleicher 
Zeit, sind am 17. Tage noch reichlich vermehrt, haben am 
23. Tage stark abgenommen und sind — wahrscheinlich — nach 
33 Tagen auf ihre normalen Größen herabgesunken; so weit 
hat Froin die Eiweiß- und die Zellenmenge verfolgt. 

Dieses Verhältnis hat seine große Bedeutung. Es geschieht 
nämlich öfters, daß bei der Punktur intrarachnoidale Gefäße 
aus Versehen lädiert werden, es tritt Blut in das Punktat und 
man muß dann einige Zeit (gewöhnlich ca. 8 Tage) später 
nochmals punktieren, um eine brauchbare Flüssigkeit zu er- 
halten. Falls dieselbe dann gelblich erscheint, ist sie zufolge 
des oben Gesagten ganz unbrauchbar, und selbst wenn sie klar 
ist, muß man vorsichtig sein. 

Es sind mir selbst zwei Fälle vorgekommen, wo eine Woche 
zuvor Punktur vorgenommen worden war, und wo dadurch 
Blut in das Punktat gelangte. Die darauffolgenden Punktur- 
ergebnisse sind in der Tabelle III mitgeteilt. 


Tabelle III 


Nr. | Diagnose | Datum | Farbe | Eiweiß | Zellen 


170 Tumor oerebri | 5. VIII. | citronengelb | 25—810 
* n 9. X hell 









A ° ° 
Lues oerebri? | 9. X. 11 
n ” 17.1. 12 
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Die Unterschiede im Eiweißgehalt bei der ersten Punktur 
nach der Blutung und andererseits bei der ein paar Monate 
später vorgenommenen zweiten Punktur sind augenfällig. Bei 
der letzteren darf man wohl die Folgen einer eventuellen intra- 
rachnoidalen Blutung als verschwunden ansehen. Bei Nr. 210 
ist bei der zweiten Punktur Eiweißzunahme kaum mehr vor- 
handen (die Diagnose ist dadurch unsicherer geworden), bei 
Nr. 170 deutet die fehlende Pleocytose darauf hin, daß die 
immer noch hohe Eiweißmenge auf andere Ursachen zurück- 
zuführen ist (vgl. Froin). Auffällig erscheint es, daß die Farbe 
auch bei der ersten Punktur bei Nr. 210 wasserhell ist. Der 
gelbe Farbstoff bei Nr. 170 zeigte kein Absorptionsspektrum. 


Analytische Untersuchungen und deren klinische Resultate, 


Die Art der in Phase I und Phase II vorkommenden 
Eiweißstoffe. 

Wird die Spinalflüssigkeit eines Paralytikers (z. B. 1 ccm) 
mit 10 Teilen destilliertem Wasser verdünnt, so wird beim 
Vergleich mit der unverdünnten Spinalflüssigkeit eine Opales- 
cenz deutlich wahrnehmbar werden. Wird darauf zu der so 
verdünnten Flüssigkeit ein einzelner Tropfen einer konzentrierten 
NaCl-Lösung gegeben, so verschwindet die Opalescenz, auch 
wenn beim Vergleich eine konzentrierte NaCl-Lösung als Kon- 
trolle angewandt wird. Da die „Globuline“ sich in ähnlicher 
Weise verhalten, so deutet diese Reaktion darauf hin, daß 
Globuline in der Spinalflüssigkeit bei Paralytikern vorhanden 
sind. Ich habe dieses Experiment 27 mal bei 26 Spinalflüssig- 
keiten von Paralytikern vorgenommen, deren einige eine niedrige 
Am,SO,-Zahl, andere eine niedrige HNO,-Zahl zeigten. Bei 
5 anderen Paralytikern entstand keine Opalescenz, bei einem 
war von einer Opalescenz nur eine schwache Spur zu sehen. 
Bei 3 anderen Psychosen erschien keine ÖOpalescenz. 

Sowohl normale als pathologisch veränderte Spinalflüssig- 
keiten enthielten hauptsächlich koagulierbares Eiweiß. Um 
ein Optimum zu finden, wurde eine entsprechende Menge Koch- 
salz und Essigsäure in verschiedenen Dosen zugesetzt (Ham- 
marsten). In dem klaren Filtrate war jedoch stets durch 
HNO, (ad modum Heller) ein kleiner Rest nachweisbar, der 
nicht koaguliert war. Das Filtrat gab eine schwache blaue 
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Biuretreaktion.e Eine ähnliche Reaktion erhielt man sowohl 
mit dem durch Am,SO, in halbgesättigter Lösung ausgefällten 
und ausgewaschenen Eiweiß, als auch in dem Filtrate von 
dieser Ausfällung, und beide Fraktionen (die nach demselben 
Prinzip, das von Hammarsten zur Trennung von Globulin 
und Albumin aus Serum angegeben wird, ausgeschieden und 
gereinigt wurden) koagulierten, wenn ihre Lösungen erwärmt 
wurden. | 

Beim Kochen der Spinalflüssigkeit mit gleichen Teilen 
Trichloressigsäure (10°/,) gab das Filtrat niemals Eiweißreak- 
tionen, auch nicht mit der von mir angewandten Modifikation 
des Spieglerschen Reagens, und in dem Filtrate wurde dem- 
nach natürlich auch keine Biuretreaktion wahrgenommen (Ham- 
marsten). 

Es war nun mein Gedanke, daß ich die von Hofmeister 
und später Vetlesen (zit. Laache) untersuchte verschiedene 
Reaktionsempfindlichkeit der verschiedenen Eiweißstoffe den 
verschiedenen Eiweißreagenzien gegenüber zur Identifizierung 
einiger der in der Spinalflüssigkeit vorhandenen Eiweißstoffe 
mit im voraus besser charakterisierten Verbindungen eventuell 
benutzen könnte. Wenn auch „identifizieren“ ein vielsagendes 
Wort ist, so würde doch vielleicht eine übereinstimmende Re- 
aktion zweier Substanzen ein Fingerzeichen sein, daß diese 
Substanzen miteinander verwandt sein könnten. Ich benutzte 
als МаВ der Reaktionsempfindlichkeit die entprechenden Ver- 
dünnungstiter, wie oben bei Am,SO, und HNO, beschrieben 
wurde, indem dieselben nach dem gleichen Prinzip (dem Heller- 
schen) bestimmt wurden. Außer diesen beiden Reagenzien 
wählte ich zugleich das obenerwähnte modifizierte Spiegler- 
sche Reagens, und wo in der Folge zwei Titer (а—Ь) ange- 
geben sind, bezeichnen sie wie früher die Am,SO,- und HNO,- 
Werte; wenn drei («—b—c), bedeutet der letzte (с) den HgCl,- 
Wert!). 

Wegen des niedrigen Eiweißgehaltes der Spinalflüssigkeit 
und der relativ kleinen zur Verfügung stehenden Mengen der- 


1) Das Spieglersche Reagens habe ich auf folgende Weise darge- 
stellt: 100 com einer gesättigten NaCl-Lösung wurden mit 4 g НЕС, 
und 2 g Weinsteinsäure versetzt, die durch leichtes Erwärmen aufgelöst 
wurden, wonach die Flüssigkeit filtriert wurde. 
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selben, sofern sie lebenden Individuen entnommen wurden, 
konnte ich mich schwerlich auf den Versuch einlassen, die in 
den beiden Fraktionen vorkommenden Eiweißstoffe zu isolieren. 
Ich versuchte deshalb, das Eiweiß in den Fraktionen selbst zu 
bestimmen. Nach Zusatz gleicher Teile konzentrierter reiner 
Ammoniumsulfatlösung zu der Spinalflüssigkeit, Umschütteln 
und Stehenlassen, bis der Bodensatz sich gut abgesetzt hatte, 
was in der Regel ein paar Tage erforderte und durch Aufbe- 
wahrung in einem Thermostaten bei ca. 30° beschleunigt wer- 
den konnte, wurde die darüberstehende Flüssigkeit vorsichtig 
abpipettiert und aufihre Reaktionen besonders untersucht (dieser 
Teil wird in dem folgenden, um die von Nonne eingeführten 
klinischen Bezeichnungen beizubehalten, mit „Phase П“ be- 
zeichnet). Dieselbe wurde demzufolge als eine Verdünnung 1—2 
der ursprünglichen Spinalflüssigkeit betrachtet. Der Boden- 
satz („Phase I“) wurde mit einer halbgesättigten Ammonium- 
sulfatlösung aufgeschüttelt und „ausgewaschen“, dann die Flüssig- 
keit nochmals abpipettiert, welche Operation so oft wiederholt 
wurde, bis das „Waschwasser“ nicht mehr mit Del (Spiegler) 
reagierte. Es wurde darauf reines Wasser bis zu demselben 
Volumen zugesetzt, das die ursprüngliche Spinalflüssigkeit ein- 
genommen hatte. Die dadurch entstandene klare Lösung wurde 
zu den Prüfungen verwendet. Sie enthielt zwar einen Teil der 
Salzlösung, wodurch die Zuverlässigkeit der Ammoniumsulfat- 
probe gefährdet werden konnte, aber durch Abpipettierung in 
entsprechend enge Gläser bis zum kleinsten Restquantum und 
durch Verwendung destillierten Wassers in entsprechender Menge 
bei den Verdünnungen ließ sich der Fehler fast ganz vermeiden, 
wie dies später ersichtlich werden wird. Schwerer war es zu 
beurteilen, welche Bedeutung der halbgesättigten Salzlösung in 
der Phase II für die HNO,- und HgCl,-Proben beigelegt werden 
mußte (die Am,SO,-Probe mußte hier praktisch genommen als 
ganz wertlos angesehen werden). Zur Prüfung dieses Verhält- 
nisses und gleichzeitigen Untersuchung, ob nicht etwa die Ei- 
weißstoffe bei der Fraktionierung selbst ihren Reaktionscharakter 
verändern konnten, bzw. ob nicht zwei gegebene Substanzen 
mit gewissen Reaktionen durch Zusammenmischen andere Zahlen 
als die dem Mischungsverhältnis entsprechenden geben würden, 
bin ich folgendermaßen vorgegangen: 
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Ich verwendete Eiweißstoffe aus Hühnereiweiß ad modum 
Hammarsten dargestellt. Somatose, die kein koagulierbares 
Eiweiß enthält und zufolge der Pharmakologie von E. Poulsson 
(Christiania 1905) 78°/, Albumosen, 3°/, Peptone, 10°/, Wasser 
und 7°/, Salze enthält, ferner Globulin und Albumin aus Ochsen- 
serum, wie bei Hammarsten angegeben, dargestellt. Es wurde 
fortwährend auf die Isotonizität während der Verdünnungen 
gehörige Rücksicht genommen. 

7. В. ergab: 

eine Somatoselösung .. . . 60— 70—500 
eine Globulinlösung . . . . 40—140—180 
gleiche Teile beider . . . . 40—120—380 


Obzwar mit diesen Substanzen keine Fehlerbestimmungen 
vorgenommen wurden, können die letztgenannten Zahlen sehr 
wohl innerhalb der Fehlergrenze liegen. 


Ferner ergab: 

Tabelle IV. 
A. Eine Lösung von Hühnereiweiß . . . . 1,5—80—145 
В. » n n Somatose ...... 40—40—350 
С. Gleiche Teile beider. . . . . 22... 18—60— 250 


D. 1 Teil Hühnereiweiß, 2 Teile Somatose . 80—45—270 
Das Filtrat von: 
А -+ konz. Am,SO,-Lösung, gleiche Teile . . 0—90—140 


BI: » n » .. 0—0—40 
с + n n n n . . 0—50— 90 
D+ » И n» .. 0—25— 60 


Wie man sieht, erhält man in den Mischungen C und D 
bei allen Reaktionen ziemlich genau die dem Mischungsver- 
hältnisse entsprechenden Zahlen. Auch nach den Salzfällungen 
geben HNO, und Del, so ziemlich die erwarteten Werte. Ein 
wesentlicher Einfluß der veränderten Salzkonzentration auf das 
Ergebnis dieser Reaktionen kann also durch diese Versuche 
nicht verspürt werden. 

Wird Serum in derselben Weise behandelt, erhält man: 


Tabelle V. 
bei einer Dementia paralytica. . . . . 5—40—240 
Phase  1............... 5—20— 40 
Se ж. ai E 0—30 —200 
bei einem Alcoholismus chron. . . . . 10—40—150 
Phase: Те Же e we 9—25— 50 


Del. ч Е А АЗЕ с: ЖЗ 0—15—100 
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Die Werte sind relativ gleich t/o der wirklichen. Die Über- 
einstimmung ist ganz gut. Spinalflüssigkeiten geben beispiels- 
weise: 

14—45— 225 11—80—375 
Nr. 17 [нме I: 12—25— 80 Nr.69 [Pie I: 11—50— 80 
» П: 0—25—175 » П: 0—25—250 


Es wird beim Auswaschen des Bodensatzes der Phase I 
leicht etwas verloren gehen, so daß ein scheinbarer Verlust 
bei Nr. 69 sich hierdurch erklären läßt. Ein paar andere Рага- 
lysen geben mit den zwei ersten Reaktionen allein: 


25—55 15—75 
Nr. 108 a 1: 20—40 Nr. 109 on I: 12—60 
» П: 0—10 a П: 0—10 


Wenn man den Durchschnitt mehrerer Versuche nimmt, 
können folgende Werte für die 3 Proteinreaktionen angegeben 
werden: 


Tabelle VI. 
Somatose ............. 40—50—330 
Hühnereiweißprotein ........ 1—50— 90 
Serumglobulin (vom Ochsen). . . . . 15—50— 85 
Serumalbumin ( n О РРС 0—50—210 
Serumglobulin (vom Menschen) . . . 15—50— 94 
Serumalbumin ( » sn ) ... 0—50—360 
„Phase KE e ey 10—50— 87 
„Phase. ПЕ аа 2 жеш жж жэ 0—50—320 


Hiernach sollte das Eiweiß in „Phase I“ mit Serumglobulin 
und das Eiweiß in „Phase II“ in ähnlicher Weise mit Serum- 
albumin verwandt sein. Jedoch kann dieses nur in groben 
Zügen gelten, teils weil die Zahlen als Durchschnittswerte be- 
stimmt sind, teils auch weil eine solche Übereinstimmung diesen 
Untersuchungen zufolge keine strengeren Schlußfolgerungen rück- 
sichtlich der chemischen Konstitution der betreffenden Verbin- 
dungen gestattet. 

Die „Phase I“ hat nun auch in den beiden angeführten 
Fällen verschiedene Zahlen aufzuweisen: Sera von einem Рага- 
lytiker und einem Alkoholiker zeigen 5—20—40 bzw. 9—25—50. 
Bei Nr. 109 hat die Spinalflüssigkeit eine Phase I mit 12—60 
und die bei Nr. 108 eine Phase I mit —> 20—40. Der letztere 
Wert hat mehr Albumosecharakter (siehe Somatose, Tabelle УТ). 
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Indem nämlich die Globuline 3 bis 5 mal so große HNO,-Werte 
als Am,SO,-Werte aufweisen, sind diese Werte bei den nicht 
koagulierbaren Proteinstoffen der Somatose beinahe von gleicher 
Größe, und insoweit würden der Annahme jedenfalls gleich- 
zeitiger Anwesenheit ähnlicher Substanzen in z. B. der Phase I 
bei Nr. 108 keine Hindernisse entgegenstehen, und in der gleichen 
Weise ließe es sich auch erklären, daß der eine Paralytiker 
2—32,5, der andere 20—35, einer 8—80 und ein anderer 
45—85 aufweisen kann. Eine Globulinvermehrung, die sich 
auf diese Weise in der Phase I erkennen ließe, würde nämlich 
gleichzeitig den HNO,-Wert viel höher nach oben verschieben, 
den soeben beschriebenen spezifischen Reaktionswerten bezüg- 
lich Am,SO, und HNO, gemäß, sofern diese Werte denn als 
spezifisch bezeichnet werden können. Schon jetzt sind ja 
Substanzen bekannt, die zu den Globulinen gerechnet werden, 
die sich aber bezüglich Fällbarkeit verschiedenen Salzen gegen- 
über ganz verschieden verhalten. Das Fibrinogen wird z. B. 
durch NaCl gefällt, das Serumglobulin dagegen nicht. Letzteres 
gibt mit Am,SO, in verschiedener Lösungsstärke Fraktionen 
von Proteinen, denen ein verschiedener chemischer Charakter 
beigelegt wird, und endlich werden auch Verbindungen von 
Proteidcharakter durch Am,SO, gefällt, so daß die Frage in- 
sofern ihrer Lösung nicht viel näher gekommen ist, als sie 
bisher war. 

Es kann aber jedenfalls nach diesen Untersuchungen kein 
Zweifel darüber bestehen, daß meine Methode zur quantitativen 
Bestimmung der Phase I vollkommen zuverlässig ist, da der Ver- 
dünnungstiter nur solche Substanzen angibt, die durch Am,SO, 
in halbgesättigter Lösung gefällt werden. Denselben Titer erhält 
man ja, wenn man an dem ausgefällten und reingewaschenen 
Eiweißstoff selbst die Probe macht. 

Es ist daher vollkommen berechtigt, wenn ich (Zeitschr. 
f. ges. Neurol. u. Psych. 10, Heft 4 bis 5) die Phase I-Werte 
(nicht das Verhältnis Globulin : Albumin, wie Zaloziecki ев 
zitiert) zu einem Vergleich mit der Wassermannschen Re- 
aktion angewandt habe. 

Für Kliens Bestätigung meines Zweifels an der Richtig- 
keit des „Antagonismus“ zwischen den Am,SO,- und HNO,- 


Werten (Zeitschr. f. ges. Neurol. u. Psych. 14, 97) bin ich nur 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 2 
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dankbar, und meine diesbezüglichen theoretischen Schlußfolge- 
rungen sind — den obigen Untersuchungen gemäß — voll- 
ständig logisch richtig. 

Meiner Ansicht nach sollte Zaloziecki auch nicht den Ge- 
danken ganz von der Hand weisen, daß in dem Bodensatz Phase I 
„Albumosen“ vorkommen könnten. Was sind nämlich „Albu- 
mosen“? Eine Gruppe von Substanzen, denen ein gewisser 
gemeinschaftlicher chemischer Charakter zugeschrieben wird. 
Die einzelnen Substanzen sind noch nicht bekannt. Stoffe von 
ähnlichem Charakter sind aber gerade — wie oben beschrieben — 
in dem Bodensatz der Phase I vorhanden. 

Man sieht ferner, daß — wie es auch die später folgende 
Tabelle VII zeigt — ein nicht geringer Eiweißrest nach der 
Ausfällung der „Globuline“ zurückbleibt.e Auch dieser Rest 
spielt eine große Rolle (das Gegenteil wird übrigens von Nonne 
und seinen Schülern behauptet), und derselbe wird oft patho- 
logisch vermehrt gefunden. Man findet z. B. Eiweißformeln 
wie 1—25, 1—35 (2 Fälle, 1—50 (2 Fälle. Hier wird eine 
Globulinprobe allein nur auf Irrwege leiten. Umgekehrt findet 
man Formeln wie 5—15, 7—20 oder 25—55, wo es sich am 
meisten um Am,SO,-fällbare Substanzen (eben von Nicht- 
Globulincharakter) handelt. Die Behauptung Zalozieckis, daß 
man klinisch sich mit Globulinproben allein begnügen könne, 
erscheint demnach recht unverständlich, und seine Behauptung, 
daß „Globulin“ und „Gesamteiweiß* immer zu gleicher Zeit 
vermehrt gefunden werden (indem eigentlich nur „Globuline“ 
in der Spinalflüssigkeit vorhanden sind), stimmt nicht mit den 
Verhältnissen überein. 


Fraktionierung des Eiweißes als Hilfsmittel bei der Diagnose. 


Da es meiner Ansicht nach von klinischem Interesse 
sein könnte, auf der oben beschriebenen Weise den Grad der 
Phasen I und II bei den verschiedenen betreffenden Krank- 
heiten zu untersuchen, so habe ich dieses in 47 Fällen getan, 
und sind die Resultate aus der Tabelle VII ersichtlich. 

Von den bei jeder Journalnummer angeführten Zahlen be- 
zeichnen die beiden in der oberen Linie die Eiweißreaktionen 
(Am,SO, — HNO,) in der Spinalflüssigkeit, die in der unteren 
Linie dieselben Reaktionen in bezug auf Phase II. Die Am,SO,- 


Eiweiß- u. N-Verhältn. sowie H-Ionenkonz. а. Cerebrospinalflüssigk. 19 


Zahl muß ja hier mit „O“ bezeichnet werden. Ein { be- 
zeichnet eine postmortale Untersuchung, die stark gedruckten 


Nummern die sezierten Fälle. 


den „Phasen“ ausgeführt. 


Tabelle VII. 


Die Paralysen sind nach steigen- 
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Die Paralysen sind namentlich dadurch gekennzeichnet, 
im Gegensatz zu den übrigen Fällen mit vermehrtem Eiweiß, 
daß zwar bei den Nummern mit niedrigem Eiweißgehalt ein 
ähnlicher Teil wie bei anderen Fällen mit niedrigen Werten, 
nämlich ca. 50°/, gefällt wird, daß aber bei stark steigenden 
Zahlenwerten auch das Fällungsprozent im Steigen begriffen ist, 
so daß die Phase II mit HNO, selten eine höhere Reaktion 
als ca. 20 liefert. Bei sämtlichen übrigen Fällen enthält die 
Phase II, wo die Zahlenwerte in der Spinalflüssigkeit steigend 
sind, einen viel größeren, durch HNO, nachweisbaren Rest. Dieses 
trifft auch bei Lues cerebri zu; auch hier findet man aber keinen 
Unterschied von den Paralysen, wenn die Zahlenwerte niedrig sind. 
Eine besonders hohe „Phase П“ haben die tuberkulösen Meningiten. 
Dieselben sind also besonders „albumin“reich. Bei einzelnen der 
Paralysen ist eine Neigung zu einer etwas höheren „Phase II“ be- 
merkbar, z. В. bei Nr. 187, welche jedoch ein bißchen Blut ent- 
hielt, und bei Nr. 17, wo sich vielleicht einwenden ließe, daß 
meine Technik damals noch nicht vollkommen eingeübt war, so 
daß Teile des Bodensatzes bei der Abpipettierung des Filtrates 
mitgerissen sein können. Auf der anderen Seite zeigt Nr. 105 
(Lues cerebri) eine verhältnismäßig niedrige Phase II, welche sich 
25 annähert, und als Gegenbeispiel näherte sich auch bei Nr. 75 die 
Phase II an der 25 (die Diagnose war hier jedoch unsicher!). 

Klinisch kann man also sagen, daß die in Tabelle VII 
wiedergegebenen Resultate als eine Hilfe bei der Differential- 
diagnose zwischen Paralyse und Lues cerebri dienen können, sofern 
sie in einer großen Anzahl von Fällen, etwa 90 °/, oder darüber, 
bestätigt werden. Bei niedrigen Eiweißwerten können sie natürlich 
bei der Trennung keine Dienste leisten. Am besten würde es sein, 
wenn entweder Lues cerebri immer eine relativ hohe Phase II er- 
gäbe, oder Paralyse immer einerelativ niedrige. Das Ergebnis bei 
Nr. 105 spricht ein wenig gegen das erstere und die Befunde bei 
Nr. 17, 187 und 75 ein wenig gegen das letztere, so daß man vor- 
läufig die Resultate fortgesetzter Untersuchungen abwarten muß?). 


1) Ein Fall von D. р. mit hoher Eiweißmenge hat später reichliche 
— 08.50°/, — „Albumine“ gezeigt; am wahrscheinlichsten dürfte es wohl 
sein, daß auch hier Unregelmäßigkeiten zu erwarten sind; eine über- 


wiegende Globulinmenge bei den anderen Krankheiten dürfte aber sehr 
unwahrscheinlich sein. 
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Theoretisch zeigen die Resultate der Tabelle XIX, daß die 
Paralysen von den angeführten organischen Krankheiten die 
„globulin“haltigsten sind, womit auch der Umstand gut überein- 
stimmt, daß sie in der Regel positive Wassermann-Reaktion in 
der Spinalflüssigkeit geben. Dieses zeigt auch, daß die Para- 
lyse nicht nur klinisch, sondern auch biochemisch eine Sonder- 
stellung einnimmt. 


Einwirkungen von Formol auf die Kiweißstoffe der Spinal- 
flüssigkeit. 
Formolwirkungen. 

Bei Versuchen zwecks Aufbewahrung der Spinalflüssigkeiten 
durch Zusatz kleiner Formolmengen hat es sich herausgestellt, 
daß die Reaktionen dadurch geändert wurden, und diese Ände- 
rungen gingen Tag für Tag weiter. In der Regel war nach 
1 Tag die Am,SO,-Reaktion 2 bis 4mal, stärker, die HNO,- 
Reaktion ungefähr von der doppelten Stärke, wenn eine einiger- 
maßen reichliche Menge, z. B. 1 Tropfen einer 40 2, igen Lösung 
auf 1ccm Spinalflüssigkeit, zugesetzt wurde. Z.B. zeigte: 


Nr. 76: 
20—55 
— A eo. } паоһ 24 Stunden. 
Nr. 108: 
25—55 
-+ Formol (sauer) . . . .» 60—50 
+ Formol (neutral) . . . . 60—80 | nach ca. 12 Stunden. 
Kontrolle ......... 25—55 
Nr. 17 (88 Zellen in 1 qem): 
20—60 
Nicht zentrifugiert + Formol 100—170 
Zentrifugiert .. -+ n 100—170} nach 24 Stunden. 
Kontrolle . . . 2 2.2200 20—60 


Es war also eine reine Formolwirkung festgestellt worden. 
Die Tabelle VIII zeigt das Ergebnis eines der vielen Versuche, 
durch die nachgewiesen wurde, daß der Prozeß von Zeit, Tempe- 
ratur, Verdünnungsgrad und Formolmenge — besonders von der 
letzteren — abhängig war. 
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Tabelle VIII. 
Nr. 92 (Reaktionen: 10—80). 
Nach 24 Stunden: 


= 1 Tropfen Formol: 80—125 
Unverdünnt { T | , „ 95—10 
К +10 ew n 80—70 } Zimmertemperatur. 
Кг [+ Ion » 10-70 
+01 » » 10—80 
Nach 48 Stunden: 
* -}- 1 Tropfen Formol: 40—150 1 Zimmertemperatur 
Kees d dt % 8 u bei 409. 


Kontrolle: 10—80. 


Man sieht, daß bei stärkeren Verdünnungen (1—10) ent- 
weder keine Einwirkung (bei kleinen Formolmengen) stattfindet, 
oder daß die HNO,-Reaktion eine Neigung zum Abnehmen 
zeigt. Das letztere sieht man aber auch bei unverdünnter 
Flüssigkeit mit kleinen Formolmengen, indem jedoch die Am,SO,- 
Reaktion zu gleicher Zeit verstärkt wird, und dieses kann auch 
bei der verdünnten Flüssigkeit eintreten, wenn nur eine genügende 
Menge Formol zugesetzt wird. Es muß sich also um einen 
reziproken Prozeß handeln, was auch bezüglich der Am,SO,- 
Reaktion direkt nachgewiesen werden konnte. 2. В. zeigte Nr. 87 
mit Am, 50,: Sé 

-+- Formol: 50 
Kontrolle: 20 
Wenn nun die so formolbehandelte Flüssigkeit 20mal ver- 
dünnt wurde, erhielt man nach weiteren 3 >< 24 Stunden: 
25 
Kontrolle I: 80 (= die unverdünnte formolbehandelte Flüssigkeit). 
Kontrolle II: 25 (= die ursprüngliche Spinalflüssigkeit 20 mal verdünnt 
und !/,, Formolmenge zugesetzt). 

Bezüglich der HNO,-Reaktion gelangen ein paar ähnliche 
Versuche dagegen nicht. 

Blum, der — wie es scheint — zuerst die Wirkung von 
Formol auf Eiweißstoffe untersucht hat, fand, daß dieselben 
dadurch u. а. die Fähigkeit zum Koagulieren beim Erhitzen ein- 
büßten, und er nimmt an, daß mit dem Formol eine Additions- 
synthese stattfindet. 

Cohnheim bestätigt diese Angaben und erwähnt außer- 
dem die denaturierenden Wirkungen des Formols auf konzen- 


} nach 48 Stunden. 
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trierte Eiweißlösungen, die dadurch gelatinierend werden. Er 
nennt Schiff und Schwarz, welche die Wirkung näher studiert 
haben. Ihrer Ansicht gemäß besteht dieselbe in einer Sub- 
stitution mit Methan in den NH,-Gruppen des Proteinmoleküls: 
HCOH-+-R.NH,=R.H.CH, + H,O. 

Ganz besonders hier in Dänemark haben Henriques und 
S. P. L. Sörensen (der letztere durch sehr umfassende Arbeiten) 
gezeigt, daß diesem Verhältnisse eine große methodische Be- 
deutung zukommt. 

In der — wie es scheint — jetzt wahrscheinlichen An- 
nahme, daß der wesentlichste Anteil des Proteinmoleküls von 
Aminosäuren durch Anhydridbildung zwischen den Carboxyl- 
und Aminogruppen derselben („Peptidbindungen“) aufgebaut ist, 
müssen also die Spaltungen während der Proteolyse, durch 
welche die Aminosäuren wieder gebildet werden, als hydro- 
litisch angesehen werden, mit anderen Worten, die Carboxyl- 
und Aminogruppen werden wieder „aktiv“. Formol kann dann 
zur Bindung der NH,-Gruppen zugesetzt werden, indem die 
Wasserstoffatome der letzteren durch CH, ersetzt werden, und 
die COOH-Gruppen, die dadurch ihren Säurecharakter zur 
Geltung bringen können, lassen sich nun einfach mit irgend- 
einer Base titrieren. Man hat also hier eine exakte Methode 
zur Messung des Umfanges der Proteolyse. Die hierdurch ent- 
standenen Prozesse sind aber eben reziprok. Z. В. beim Alanin: 

CH, CH, 


| 
Jun sn. + 008 dn En +-н,0 


оон -+KOH COOH + BO 


Wird die Wassermenge vermehrt, muß dieses Wasser wegen 
des Gleichgewichts verbraucht werden, der Prozeß wird nach 
links gehen; werden die HCOH- und die KOH-Mengen ver- 
mehrt, dann muß er nach rechts gehen. | 

Indessen geht der Hauptprozeß bei der hier dargestellten 
Formolwirkung in einem Nu vor sich; in der Spinalflüssigkeit 
dagegen nimmt der dort verlaufende Prozeß, wie oben gezeigt, 
längere Zeit in Anspruch. Ähnliches ist indes auch in gewissen 
Fällen während der Formoltitrierung von Henriques und 
Sörensen beobachtet worden. 
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De Jager hat als der erste nachgewiesen, daß bei der 
erwähnten Formoltitrierung in Gegenwart von NH, gewisse 
Unregelmäßigkeiten auftreten. 

Henriques und Sörensen haben ferner gefunden, daß 
wenn sowohl NH, bzw. Ammoniumsalze als auch Aminosäuren 
in der Flüssigkeit vorhanden waren, dieselbe nach der Titrierung 
beim Stehenlassen mehr und mehr alkalisch wurde und mit 
НСІ in ziemlich bedeutenden Mengen nachtitriert werden konnte. 
Da nun 6 HCOH -+ 4 NH, = (CH,),N, (Hexamethylentetramin) 
-+ 6 HO bilden, so könnte man sich während des Verlaufes dieser 
Substitution Zwischenprozesse denken, die das Endergebnis ver- 
zögerten und also die erwähnte Erscheinung erklären würden. 
Henriques und Sörensen denken sich den Verlauf dieser 
Prozesse etwa folgendermaßen: 


HCOH-+-NH,=CH,:NH-+H,0. .. . . (а) 
und 2 HCOH LACH. : NH = (CHN, +2H,0 . . (0 


In dem nach der Gleichung (a) gebildeten — hypothetischen — 
CH,:NH (Methylenimin) ist gerade ein reagierfähiges H-Atom 
zugegen, das, indem es sich mit Amino- oder Carboxylgruppen 
der Aminosäuren verbinden würde, die Na0H-Titrierung stören 
könnte, indem zu wenig NaOH verbraucht würde. Dies ist 
erwiesenermaßen gerade der Fall 

Einige Versuche, die darauf zur Messung der Geschwindig- 
keit der bei dem Formolzusatz in der Spinalflüssigkeit ent- 
standenen Änderungen der Am,SO,-Reaktion von mir vor- 
genommen wurden, gaben untereinander ganz abweichende 
Resultate. Es handelte sich ohne Zweifel um mehrere, zweifel- 
los kombinierte Prozesse. Man könnte sich vielleicht denken, 
daß u. a. etwas Ähnliches wie das oben beschriebene vor 
sich ginge. 

Eins war jedenfalls sicher, nämlich, daß die Reaktions- 
fähigkeit nach dem Zusatz des Formols geändert wurde, und 
hierin war teilweise eigentlich nichts Neues, weil dieses schon 
hinsichtlich des Koagulationsvermögen zum Ausdruck gekommen 
war (Cohnheim). 

Die jetzt interessierende Frage war nun auf der einen 
Seite, ob diese vermuteten Methansubstitute nur von gewissen 
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Eiweißstoffen und nicht von anderen gebildet wurden, mit 
anderen Worten, ob das Formol sich in dieser Weise zum 
Nachweis des Entstehens gewisser höheren (pathologischen?) 
Eiweißprodukte gebrauchen ließe, andererseits, ob es denk- 
bar wäre, daß man wie bei der Formoltitrierung das Formol 
auch in der Spinalflüssigkeit oder anderswo in der von mir 
angegebenen Weise zum Nachweis von Spaltungsprodukten 
verwenden könnte. Da die letzteren indessen, je nachdem die 
Molekülgröße verkleinert wird, sich durch die gewöhnlichen 
Eiweißfällungsmittel nicht nachweisen lassen, mußte hier ein 
besonderes Verhältnis vorliegen; das Formol müßte wahrschein- 
lich Kondensationsprodukte bilden können. Auf diese Deutungs- 
möglichkeit wurde ich von Prof. Sörensen aufmerksam gemacht. 
Schryver hatte aber gezeigt, daß das Formol — in Fraktionen 
des Witteschen Peptons — hauptsächlich die komplizierteren Ver- 
bindungen zur Fällung brachte. 

Mit Spinalflüssigkeiten mit normalen Eiweißzahlen erhielt 
ich in mehreren Fällen eine „negative“ Formolreaktion, indem 
der HNO,-Wert entweder unverändert blieb oder eine Ab- 
nahme erfuhr. Dieses könnte aber auch eine Folge der geringen 
Eiweißmenge sein, weil pathologisch veränderte Spinalflüssig- 
keiten, die durch Verdünnung auf normale Werte herunter- 
gebracht wurden, nach Formolzusatz ähnliche Resultate lieferten. 
Einzelne „normale“ Spinalflüssigkeiten gaben aber eine positive 
Reaktion, und solche mit erhöhter Eiweißmenge konnten auch 
negative Reaktion liefern. 

Somatose und Hühnereiweiß zeigten keine Reaktions- 
änderungen nach Formolbehandlung; ebensowenig ein Ochsen- 
serum, das ich sowohl in unbehandeltem Zustande als auch in 
den „Phasen I und П“ prüfte. Dagegen gaben Мепвсһепзега 
(und Menschenplasma) eine ausgesprochene, obwohl inkonstante 
Reaktion, und in ähnlicher Weise verhielten sich verschiedene 
Hämoglobine aus Menschenblut, die ich nach Auswaschen der 
roten Blutkörperchen mittels physiologischer Kochsalzlösung 
und Hämolysierung mittels destillierten Wassers einer Prüfung 
unterzog. 

Wurde die Spinalflüssigkeit eines Paralytikers in die 
Phasen I und II geteilt, erhielt man: 
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Nr. 108. 
25—55 
+ Formol 60—80 
Phase I >> 20—40 
-++ Formol 50— >> 60 
Phase II 0—10 
+ Formol 10—5 


Auch durch eine schärfere Isolierung des Eiweißes der 
Phasen I und II (nach Hammarsten, wie beim Serum an- 
gegeben), um eine ev. Salzwirkung zu vermeiden, erhielt ich 
adäquate Resultate. Konstant waren sie aber nicht; sowohl 
die Phase I als die Phase II konnten bisweilen eine Abnahme 
des Salpetersäurewertes zeigen. 


Der klinische Wert der Formolreaktion. 


Es wurde nun eine Untersuchung einer größeren Anzahl 
Spinalflüssigkeiten vorgenommen, damit geprüft werden könnte, 
was in klinischer Beziehung ev. dadurch zu erreichen wäre. 
Die Technik war wie folgt: Zu 1/, bis 1 ccm Spinalflüssig- 
keit, die vorerst in der üblichen Weise auf Eiweiß untersucht 
wurde, gab ich 1 bis 2 Tropfen Formol, wonach die Flüssig- 
keit nebst einer Kontrolle genau 1'/, Stunden im Thermostaten 
bei 40° gehalten wurde. Beide Proben wurden dann wieder 
untersucht. Falls die NHO,-Zahl um wenigstens 50°/, erhöht 
wurde, wurde die Reaktion als positiv Li) bezeichnet, eine 
kleinere Zunahme erhielt die Bezeichnung +, und endlich wurde 
die Reaktion als negativ (—) bezeichnet, falls die HNO,-Zahl 
von derselben Größe oder kleiner wie vorher war. 

Im ganzen wurden 72 Fälle untersucht. — Von 37 Para- 
lysen gaben 32 +, 3 — und 2 +, während Dementia arterio- 
sclerotica 4 -+ und 1 —, Dementia alcoholica 1 + und 2 —, 
Epilepsia 2 + und 1 —, Lues secundaria 2 +- und 2 — usw. 
ergab. — Hiermit kann es als festgestellt angesehen werden, 
daß der Formolreaktion keine klinische Bedeutung zukommt, 
jedenfalls nicht nach der hier angewendeten Methodik, und 
ein Nachweis spezifisch pathologischer Eiweißprodukte ließ sich 
nicht hierdurch erbringen. 

Endlich habe ich noch untersucht, ob zwischen der Stick- 
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stoffimenge (speziell dem Reststickstoffe) und den Formol- 
wirkungen eine Korrelation besteht. Diese Frage wird in dem 
folgenden Kapitel näher erörtert werden. 


Stiokstoffbestimmungen. 


Frühere Versuche. 


Cimbal, Schäfer und Reichmann haben alle die Eiweiß- 
menge aus dem Gesamtstickstoff (nach Kjeldahl bestimmt) 
ausgerechnet und dadurch in nicht pathologisch veränderten 
Spinalflüssigkeiten von 0,0313 bis 0,14°/, Eiweiß gefunden, was 
0,005 bis 0,022°/, N entsprechen würde. Wie aus meinen Unter- 
suchungen hervorgeht (Tabelle XXI), ist die niedrigste Zahl 
für Total-N 0,009°/,, und zwar nur in einem einzigen Falle, 
во daß es an Mängeln der angewandten Methode liegen muß, 
wenn die genannten Verfasser nur 0,005°/, finden. Schäfer 
bemerkt ferner ausdrücklich, daß das Filtrat nach dem Aus- 
fällen des Eiweißes nach Kjeldahl keinen Stickstoff mehr 
zeige. Dieses ist zweifelsohne nicht zutreffend, was wir später 
sehen werden; denn wenn man z. B. mit Trichloressigsäure 
ausfällt, wie aus Tabelle XXIX ersichtlich, wird man stets 
einen wesentlichen Rest von N finden, wogegen man in dem 
Filtrate selbst mittels eines so feinen Reagenzes wie das 
Spieglersche kein Eiweiß mehr nachweisen kann. — Kjeldahls 
Methode kann erstens zum allgemeinen Nachweis von Stickstoff 
nicht als brauchbar angesehen werden, wenn es sich nur um 
Bruchteile eines Milligramms handelt, und zweitens ist ein 
Fehler dadurch begangen worden, daß das Eiweiß aus der 
Gesamt-N-Menge berechnet wurde. 

Landau und Halpern finden nach Kjeldahl den Total- 
stickstoff 


bei Tabes dorsalis . . . . = 0,028 bis 0,039°], 
n Dem. paralytica . . . . = 0,028%, 

» Lues cerebri . . ... == 0,045 bis 0,0619, 
» Hämorrh. cerebri . . . = 0,028°%, 

n Meningit. tuberculosa . . = 0,034 bis 0,090%/, 
» Kyphosis tuberculosa . . = 0,033 e 0,067°|, 
» Pneumonia crouposa und 


Typhus abdominalis . . = 0,034°]/, 
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Diese Werte sind sämtlich hoch im Vergleich mit den 
später von mir gefundenen. Die Verfasser erwähnen ferner 
wechselnde Verhältnisse zwischen Eiweiß-N und Rest-N, von 
welchen Arten bald die eine, bald die andere die über- 
wiegende ist. 

Frenkel-Heiden findet nach Ausfällung des Eiweißes 
durch Alkohol bedeutende Mengen von Rest-Stickstoff (abiuret) 
durch Kjeldahls Methode Es war hier kein NH,, dagegen 
eine relativ große Menge Harnstoff vorhanden. Er findet bei 
Eiweiß-N ==0,280°/,, 
Carbamid-N = 0,196 

Eiweiß-N ==0,175 
n вегова: n 0,532 » төш d-N—0,443 


Eiweiß-N 0,483 
4 s е — ? 2 
Dementia paralytica: » t n | шж. 


AM T Eiweiß-N = 0,070 
Tumor pontis: n =1,162 » — 


Meningit. tubercul.: Total-N= 0,504 °| 0 d 


333 33 3 3 


Bei einem Fall von Hydrocephalus war nur !/, des Stick- 
stoffes an Harnstoff gebunden. 

Die Zahlen scheinen ein wenig unsicher zu sein. Nament- 
lich ist es nicht leicht verständlich, wie man in dem Fall 
Meningitis serosa (Nr. 2) mehr Carbamid-N als Rest-N finden 
kann. 

Ich habe mich nun dafür entschlossen, eine Reihe Gesamt- 
Stickstoffbestimmungen auszuführen und das Verhältnis zwischen 
Eiweiß-N und Total-N zu untersuchen, damit geprüft werden 
könnte, ob sich aus dem so geschaffenen Bilde der Stickstoff- 
umsetzung klinische Resultate ableiten ließen, oder ob viel- 
leicht ein Verhältnis zu finden wäre, das die anscheinend ganz 
launischen Formolwirkungzn erklären könnte. 


Bestimmung des Stickstoffes als Ammoniak nach Neßler. 


Ist 2. В. der Verdünnungstiter für HNO, in einer Spinal- 
flüssigkeit 10, so muß das Eiweiß-Prozent ungefähr 10-0,0017 
== 0,017 betragen (s. oben), das N-Prozent also 0,017:6,25 
== 0,0027 oder mehr, falls andere N-haltige Substanzen als 
Eiweiß vorhanden sind, was nach Frenkel-Heidens u. a 
Untersuchungen nicht unwahrscheinlich ist. Es sind folglich 
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іп 100 ccm 2,7 mg N, also in 1 ccm 0,027 mg N enthalten, und 
mehr Flüssigkeit ist eben nur selten für die Untersuchung 
übrig geblieben. — Die gewöhnliche Kjeldahlsche Methode 
zur N-Bestimmung ließ sich hier nicht anwenden, und nach 
dem Vorschlag von Prof. Sörensen habe ich dann die Methode 
in der Weise abgeändert, daß ich anstatt der Säuretitrierung 
nach der Destillation das Neßlersche Reagens zur NH,-Be- 
stimmung verwendete. Веі sehr kleinen NH. Mengen braucht 
man nicht einmal Säure in die Vorlage zu gießen. Neßlers 
Methode ist ursprünglich zur Bestimmung kleiner Mengen von 
NH, in Trinkwasser angegeben worden und später besonders 
von E. Raben zur N-Bestimmung in Meerwasser zur Anwendung 
gebracht. 

Das Reagens wird folgenderweise dargestellt: 

50 g KJ werden in ca. 50 ccm heißem Wasser (dest.) ge- 
löst und einer konzentrierten heißen HgCl,-Lösung zugesetzt, 
bis der gebildete rote Niederschlag von HgJ, nicht mehr wieder- 
gelöst wird (hierzu werden 20 bis 25 g HgCl, verbraucht); dar- 
auf wird filtriert. Zu diesem ersten Teil des Reagens wird nun 
der zweite Teil, eine Lösung von 150 g KOH in 300 ccm 
dest. Wasser, gesetzt; man verdünnt auf 11, gibt noch 5 ccm 
der HgCl,-Lösung dazu, läßt den Bodensatz absetzen und de- 
kantiert. Das Reagens muß natürlich in sorgfältig verschlosse- 
nen Flaschen aufbewahrt werden. Es wird sich gewöhnlich 
fortwährend ein gelber Niederschlag absetzen, was aber die 
Brauchbarkeit des Reagens nicht beeinträchtigt; doch muß 
natürlich darauf geachtet werden, daB stets nur das klare 
Reagens benutzt wird, weil es sich um colorimetrische Ab- 
lesungen handelt. Das Reagens wird so stark alkalisch dar- 
gestellt, weil ein merkbarer Unterschied in der Alkalinität — 
дег 2. В. in verschieden sauren Flüssigkeiten entstehen kann, 
wenn dieselben mit dem Reagens versetzt werden und wenn 
NH, durch NaOH freigemacht wird — verschiedene Farben- 
töne mit derselben NH,-Menge geben kann. 

Raben hat indessen auf ein Verhältnis aufmerksam ge- 
macht, das keinen geringen Einfluß auf die Feinheit der Re- 
aktion bei sehr kleinen NH,-Mengen ausübt; wenn nämlich der 
erste und der zweite Teil des Reagens heiß miteinander ge- 
mischt werden, wird nicht dieselbe Wirkung erreicht, als wenn 
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die beiden Teile vor der Mischung abgekühlt werden. Dieses 
Verhältnis wurde auch während der Arbeit im Carlsberg-Labo- 
ratorium bestätigt, indem ein später von Prof. Sörensen nach 
Rabens Anweisungen dargestelltes Reagens mit kleinen NH,- 
Mengen eine deutlichere Farbe gab als das, womit ich anfangs 
arbeitete und wo die Rabenschen Anleitungen nicht befolgt 
wurden. Wie man später sehen wird, hat dieses Verhältnis 
jedoch nicht in merkbarem Maße — jedenfalls nicht realiter — 
meine Resultate verringern können, weil ich stets mein erstes 
Destillat, das die Hauptmenge des Ammoniaks enthielt, bis auf 
einen im voraus gewählten, deutlichen Farbengrad verdünnt 
habe, und die relativ kleinen Mengen des zweiten Destillates, 
die vielleicht der Aufmerksamkeit entgangen waren, konnten 
nicht in dem Hauptresultat zum Ausdruck kommen. 

Raben schlägt also vor, das Reagens wie folgt darzustellen: 

1. 50 g KJ werden in 50 д Wasser unter Kochen gelöst. 

° 2. 25 g HgCl, werden in 300 g Wasser unter Kochen gelöst. 

3. 1 und 2 werden in heißem Zustande gemischt. 

4. 3 wird vollständig abgekühlt. 

5. 150 g KOH werden in 300 g Wasser gelöst und eben- 
falls abgekühlt. 

6. 4 wird durch ein gehärtetes Filter in 5 hinüberfiltriert; 
man verdünnt auf 1000 g und filtriert nochmals durch Asbest. 

Von weiter zu beobachtenden Vorsichtsmaßregeln seien fol- 
gende hervorgehoben: Die Temperatur muß in allen Flüssig- 
keiten gleich sein. Ein Unterschied von einigen Graden gibt 
einen bedeutenden Farbenunterschied. Die Destillate, die in 
der Regel zu kalt sind, müssen daher eine Zeitlang bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt werden. Es dürfen keine alkalischen 
Erden zugegen sein. Die NH,-Menge darf nicht 0,005 bis 
0,1 mg іп 100 com Flüssigkeit übersteigen. Da die Farbe 
sich einige Zeit nach dem Zusatz des Reagens verändert, muß 
das letztere entweder allen Proben auf einmal zugesetzt, oder 
diese müssen einige Zeit stehen gelassen werden. Raben ver- 
langt ferner, daß man das entnommene Volumen durch destil- 
liertes Wasser ersetzt, damit die Lichtresorption die gleiche 
werden kann. 

Um nun alle Schwierigkeiten von Grund aus zu unter- 
suchen, habe ich zuerst zwei Flüssigkeiten а 100 ccm mit 
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gleichem NH,-Inhalt dargestellt, Neßlers Reagens zugesetzt, 
ca. 2 Stunden lang bis zu absoluter Farbengleichheit stehen 
gelassen und dann in dem Hehnerschen Colorimeter abgelesen, 
indem ich sie hier außerdem in den beiden Feldern umtauschte. 

Den Beobachtungsfehler habe ich in der Weise geprüft, 
daß ich im Dunkeln ein wenig aus dem einen Glase entnahm 
und auf dem anderen ablas, nachdem die Farbe hier 10mal 
durch Entnahme auf Gleichheit eingestellt worden war. Dar- 
auf wurde auf dem ersten Glase abgelesen, bis zu welchem 
Punkte ich hier Entnahmen gemacht hatte. 

Aus solchen 6 >< 10 Ablesungen ging hervor, daß die 
Maximalabweichung, 5 ccm, einen Maximal-Ausrechnungsfehler 
von 0,002 auf 0,04 (mg N) ergeben würde; in der Regel ist 
dieser Wert in den Standardflüssigkeiten als der maximale an- 
gewandt; durch 20malige Verdünnung wird der wahrscheinliche 
maximale Fehler also 0,04, d.h. er nähert sich dem bei der 
jodometrischen Säuretitrierung gemachten Fehler, der auf ca. 
0,05 oder etwas weniger veranschlagt wird, indem ein Tropfen 
a/,, Thiosulfatlösung (wie diese im Carlsberg - Laboratorium) 
gebraucht wird) 0,05 mg N entspricht. Hieraus kann also ge- 
folgert werden, daß bei N-Mengen von ca. 1 mg oder dar- 
über das gewöhnliche Kjeldahlsche Verfahren vorzu- 
ziehen ist, und nach diesem Prinzip habe ich bei meinen 
Stickstoffbestimmungen in Spinalflüssigkeiten gearbeitet. Einige 
Beispiele werden dieses näher beleuchten: 


Tabelle IX. 









Jodometrische 


Neßler Fehler 


Bei C war 50mal verdünnt worden, und das definitive 
Ablesungsvolumen betrug zum Schluß 80 ccm. Bei D, E und 


1) wo ich dank der großen Liebenswürdigkeit und Entgegenkommen 
des Herrn Prof. Sörensen diese Untersuchungen ausführen konnte. 
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F war wahrscheinlich etwas NH, wegen zu wenig Säure in der 
Vorlage verloren gegangen, daher die großen Verluste. 

Von fremden Substanzen, die auf die Farbe der Destil- 
late etwa einen Einfluß üben konnten, werden in der Seifen- 
lauge einige Pyridinbasen erwähnt. — Man findet hier ferner 
eine geringe, aber konstante NH,-Menge, und ein Probedestillat 
pro 100 ccm aus са. 50 ccm Natronlauge —+ 300 ccm dest. 
Wasser gab stets mittels Neßlers Reagens eine Reaktion; solche 
Destillate hatten außerdem fast immer eine besondere gold- 
gelbe Farbennuance, die mit keiner anderen genau in Vergleich 
gezogen werden konnte. Beim Kontrollversuch mit den reinen 
Reagenzien und bei den Analysen ließ sich diese Farbennuance 
nicht mehr erkennen; es empfiehlt sich aber, u. a. um einen 
kleineren Fehler zu begehen, stets nur ausgekochte Natron- 
lauge zu verwenden. Ferner erhob sich die Frage, ob etwa 
ein Unterschied in dem Gehalt ап Na,SO, zwischen den Stan- 
dardflüssigkeiten und den Destillaten auf die Farbe Einfluß 
ausüben könnte. Ein solcher Unterschied kann z. B. dadurch ent- 
stehen, daß in den Destillaten oft ein Überschuß an freier 
Säure vorhanden ist, der erst abgesättigt werden muß; außerdem 
wird ja auf Zusatz des Reagens durch Freiwerden des Am- 
moniaks sowohl in den Destillaten als in den Standardflüssig- 
keiten etwas Na, SO, gebildet: in den ersteren, weil dieselben 
in sl HSC, aufgefangen werden, in den letzteren, weil dieselben 
aus (NH,),SO, dargestellt sind. Da aber nur 1 bis 2 ccm "/,- 
H,SO, (~ 2 bis 4 mg N) in die Vorlage gegeben wurden, und 
da hiervon nur !/,, bis!/, bei den Proben verwendet wurden, 
wird es sich bei einem N-Gehalt von 0,1 bis 0,9 mg nur um 
ganz kleine Mengen handeln. 

Kontrollversuche ergaben, daß das Na,SO, ohne Ein- 
fluß ist. 

Es braucht nur angedeutet zu werden, daß selbst kleine 
Ungenauigkeiten in der Wertbestimmung der Standardflüssigkeit 
bei der Multiplikation mit dem Verdünnungsfaktor bedeutende 
Fehler veranlassen können. 

Wie früher erwähnt, verändert sich die bei der Reaktion 
eingetretene Farbe anfangs in merkbarem Maße; sie wird 
dunkler. Zur Bestimmung der Zeit, die verlaufen muß, bis 
die Farbe konstant wird, wurden einige Proben mit verschie- 





# 2 >r <= Er p- t 
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denem Gehalt an N beiseite gestellt, und das Ergebnis war, 
daß eine frisch zubereitete Probe schon nach ca. 1 Stunde 
denselben colorimetrischen Wert wie eine tags zuvor darge- 
stellte Probe mit demselben Gehalt an N erreicht hatte; auch 
die zu verschiedenen Zeiten desselben Tages zubereiteten 
Proben waren am folgenden Tage gleich geworden. Hat die 
Farbe erst einmal ihre volle Stärke erreicht, so kann selbst 
nach 14 Tagen beim Vergleich mit einer entsprechenden, nur 
2 Stunden alten Probe kein Unterschied wahrgenommen werden, 
auch nicht nach Umtausch der Felder (im Colorimeter). Falls 
man 2 Stunden mit der Ablesung wartet, wird ein konstantes 
Resultat stets erreicht werden. 

Zur Prüfung der von Raben gestellten Anforderung, daß 
man nach der Entnahme auf 100 ccm mit dest. Wasser wieder 
auffüllen soll, habe ich dieses bei 5 Proben getan, wo die 
Schlußvolumina bzw. 80, 78, 85, 87 und 71 ccm betrugen; 
diese Maßnahme gab aber überhaupt keine Änderung des Resul- 
tats und wurde daher bei meiner weiteren Arbeit unterlassen. 

Die Ablesung im Colorimeter ist etwas zeitraubend, be- 
sonders wenn man für jede Extra-Ablesung dieselbe Flüssig- 
keit auffüllen und entnehmen muß. Um dieses zu vermeiden, 
wie auch um die verschiedenen Farbenqgualitäten beurteilen zu 
können und möglicherweise ein Optimum für die Ablesung zu 
finden, habe ich die von Prof. Sörensen angegebene Auf- 
stellung bei colorimetrischen Wasserstoffionenkonzentrations-Be- 
stimmungen (Enzymstudien II, S. 61ff.) versucht. 

0,5 mg N in 100 ccm gaben noch eine tiefe Farbe, stärkere 
Lösungen gaben Opalescenz. Übrigens wurde bei diesem Ver- 
such keine Stütze für eine Ablesung auf diese Weise gefunden. 
Ich wählte ca. 0,04 mg als Maximalstärke bei den Ablesungen 
in Hehners Apparat; später habe ich aber gesehen, daß 2. В. 
0,1 mg in ausgezeichneter Weise die Ablesung gestatten. Je 
höheren Wert man wählen kann, um so kleiner wird natürlich 
der Schlußfehler, ‚weil mit einer kleineren Verdünnungszahl zu 
multiplizieren ist. 

Bei der Benutzung der NeBlerschen Methode ist die zweite 
Hauptanforderung (die erste war: möglichst gleichmäßige Farben- 
qualität), daß die Standardflüssigkeit mit der Analyse 


an Farbenstärke möglichst übereinstimmen und am 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 8 
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liebsten derselben gleichkommen muß; dieses kann durch еше 
Doppelprobe erreicht werden, indem man zuerst den Wert 
mittels einer etwas abweichenden Standardflüssigkeit annähernd 
bestimmt und dann eine neue Standardflüssigkeit darstellt, die 
die gefundene N-Menge möglichst genau enthält. Angenommen, 
daß z. B. die zum Vergleich mit der Standardflüssigkeit dar- 
gestellte Probe bedeutend stärker als diese ist. Kennt man 
nun vorher den Gehalt der Probe anN, 2. В. 0,353, verdünnt 
von 20 auf 100 (d. h. 20 480) (A), was eine ziemlich dunkle, 
braune Farbe gibt, und enthält die Standardflüssigkeit 0,024 mg 
N in 100 ccm (K), so findet man bei Ablesung: 


100 ccm К = 53 cem A. 
Hierzu x (= Gesamt N-Menge) == 0,238 mg. 
Verdünnt man stärker, z. B. 10—100 (B), dann findet man 
100 ccm К==67 ccm В 
x == 0,351. 
Trotz der stärkeren Verdünnung in B ist diese annähernd 
richtig, während A ganz falsch ist. Man darf nicht so weit 


mit der Entnahme heruntergehen; folgende 4 Proben werden 
dieses zeigen: 


Tabelle X. 







| 0,096 mg N 
(98 ccm) 
0,101 0,056 mg N 
(42 ccm) | (42 оош) | (43 com) (24 ccm) 


Verdünnung 1—4 





Verdünnung 1—10 


Die Paranthesen enthalten die Schlußvolumina. Bei der 
Verdünnung 1—4 wurden die Analysen, bei der Verdünnung 
1—10 die Standardflüssigkeit — die dieselbe war, aber jetzt 
allzu stark — entnommen. Bei großen N-Mengen kommt dieses 
natürlich noch stärker zur Geltung. 

Anfangs gab ich in die Vorlage 5 ccm */,-H,SO,, nach 
der Destillation setzte ich dann 5 ccm %/,-МаОН hinzu, wo- 
durch das Ammoniak frei wurde. Oft wurden nun die Destil- 
late eine Zeitlang, mit Korken verschlossen, stehen gelassen, 
während die vorläufigen Proben und Verdünnungen, das Um- 
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schütteln usw. vorgenommen wurden, was nicht immer an 
demselben Tag geschehen konnte. Drei Analysen a, b und c zeigten 
an drei verschiedenen Tagen folgende Schlußvolumina gegen- 
über denselben Standardflüssigkeiten von gleicher Stärke, indem 
jedesmal frische Proben dargestellt wurden: 


Tabelle XI. 
a b с 
сеш сот ccm 
7. VII. 1911 84,2 79 80,6 
13. » 100,0 83 97,0 
19. n 108,0 91 106,0 


Obwohl man es kaum glauben möchte, daß so viel NH, 
entweichen kann, so waren doch diese Verluste an NH, beim 
Stehenlassen so groß, daß die weiteren Versuche, wie wir 
später sehen werden, so angelegt wurden, daß das Ammoniak 
erst beim Zusatz des Reagens sowohl in den Proben als in 
den Standardflüssigkeiten freigemacht wurde. Vielleicht sind 
die Kolben zuweilen von dem Sonnenlicht bestrahlt worden; 
die dadurch hervorgerufenen Temperaturschwankungen können 
— wie bekannt — die Stöpsel der Standflaschen mit Brom- 
oder Chlorwasser, Salzsäure oder Ammoniak lockern, so daß 
die Luftarten mit einem vernehmbaren zischenden Geräusch 
herausschlüpfen können. 

Um eine zu große Kontrolle zu vermeiden, wurden einige 
vorläufige Versuche gemacht. Es stellte sich dadurch heraus, 
daß die Destillierapparate ausgedämpft werden mußten; sie 
enthielten in der Regel nach den gewöhnlichen Destillationen 
0,01 bis 0,02 mg N als NH,. 300 ccm des destillierten Wassers 
enthielten gewöhnlich 0,01 mg N (als NH,) und die Natron- 
lauge in je 50 ccm ein ähnliches Quantum; doch waren die 
Zahlen sehr schwankend und konnten bisweilen die doppelte 
Größe oder noch weit mehr erreichen. Besonders die Natron- 
lauge war unzuverlässig, Die Schwefelsäure enthielt konstant 
0,015 mg N in je 10 ocm, und zwar ungeachtet des Zusatzes 
oder Nichtzusatzes stickstofffreier Substanz. Das sog. N-freie 
Filtrierpapier war hier nicht anwendbar, da es einen Gehalt 
von 0,04 mg N in der gewöhnlich verbrauchten Menge aufwies. 


Anstatt desselben wurde demzufolge reiner Rohrzucker ver- 
Oh 
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wendet. Zwei parallele Versuche mit den Reagenzien allein 
ergaben 0,047 bzw. 0,050 mg N. Blieben die Kjeldahl-Kolben 
einige Tage nach der Oxydation mittels Kaliumpermanganat 
stehen, so war stets ein bedeutender Einfluß dieses Umstandes 
mittels der Kontrolle zu verzeichnen. Wenn daher aus an- 
deren Gründen die Destillation aufgeschoben werden mußte, 
wurde eine Verdünnung mittels Wassers möglichst schnell vor- 
genommen, und die Kolben blieben in verschlossenem Zustande 
stehen, bis die Destillation ausgeführt werden konnte Es 
wurde dann keine Vergrößerung des zulässigen Fehlers wahr- 
genommen. 

Zur Lösung der Frage, wie viele Destillate (à 100 ccm) 
genommen werden mußten, wurden ein paar Versuche angestellt. 
Bei den vorliegenden N-Mengen (< 1 mg) ließ sich niemals NH, 
im dritten Destillate nachweisen, und konnte deshalb von einem 
solchen abgesehen werden. Erst bei 0,3 mg N ließ sich durch 
Neßlers Reagens eine Färbung des zweiten Destillates wahr- ` 
nehmen, und Mengen von 3,137 bzw. 4,706 im zweiten Destil- 
late ergaben 0,131 bzw. 0,128 mg N im dritten Destillate. 

Die Versuche wurden demnach folgendermaßen aus- 
geführt: 

In die Kjeldahl-Kolben wurden 2 ccm oder weniger der 
Spinalflüssigkeit, Kupferoxyd und 10 ccm Schwefelsäure ge- 
bracht. Nach zirka 4stündigem Erhitzen wurde mit KMnO, 
oxydiert. Jedem Satz von Analysen folgte eine Kontrolle mit 
Rohrzucker und Schwefelsäure. Vor der Destillation wurden 
die Apparate mit destilliertem Wasser ausgedämpft, indem ich 
100 ccm abdestillierte, die später durch Neßler geprüft wurden. 
Dann wurden aus 300 ccm dest. Wassers 100 ccm abdestilliert 
und nochmals 100 ccm aus 300 ccm dest. Wasser +- reichlich 
60 ccm Natronlauge. Nun folgte die Kontrolle mit den reinen 
Reagenzien und dann die Analysen, bei denen ebenfalls 300 com 
dest. Wassers in Arbeit genommen wurden, Es wurden stets 
zwei Destillate aus jeder Analyse genommen, in die Vorlagen 
für das erste Destillat gab ich 1 ccm */,-H,SO,, und das Vo- 
lumen der Destillate betrug kaum 100 ccm. Die Natronlauge 
und die Schwefelsäure waren immer dieselben, ebenfalls die 
a/,-H,SO,. Die Destillate wurden stets іп 100-ccm-Kölbchen 
umgegossen, dann bis zur Marke 100 ccm mit ausgekochtem 
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dest. Wasser aufgefüllt, gut umgeschüttelt und verschlossen. 
Es wurden sodann einige vorläufige Proben gemacht, um im 
voraus so genau als möglich zu bestimmen, wie stark eine 
jede Probe zu verdünnen war; es wurden zu diesem Zwecke 
bestimmte Volumina, gewöhnlich 5, 10, 20 oder 25 ccm, in 
neue 100-ccm-Kolben abpipettiert, diese wurden dann bis zur 
Marke gefüllt und 5 bis 6mal geschüttelt. 

Bei den Proben, wo 20 bzw. 25 ccm zu der Verdünnung 
angewandt wurden, setzte ich vor dem Auffüllen bis zur 
Marke 2 bzw. 3 Tropfen (entsprechend 0,1 bzw. 0,15 ccm2/,-NaOH) 
hinzu, damit kein Unterschied in der Alkalescenz zwischen Probe 
und Standardflüssigkeit entstehen sollte; die Neutralisation der 
freien Säure wurde dadurch gerade bis zu der Grenze vor- 
genommen, d. h. in der Weise, daß kein NH, freigemacht 
wurde!?). 

Es wurden nun folgende Standardflüssigkeiten hergestellt: 
0,048, 0,04b, 0,03, 0,02, 0,015 und 0,01 (= mg N ір 100 ccm); 
dieselben wurden aus einer vorher genau eingestellten (NH, ),SO,- 
Lösung dargestellt, gut geschüttelt und verschlossen. Es kamen 
hierbei genau justierte Pipetten zur Anwendung. Nun wurde 
das Neßlersche Reagens sämtlichen Flüssigkeiten mittels 
einer 1-ccm-Pipette durch kräftiges Ausblasen zugesetzt, und 
zwar in derselben Weise, als wenn man Rauch herausbläst und 
keine Atemluft dazu gibt, und darauf wurden die Kolben durch 
einmaliges kräftiges Umkehren geschüttelt. Dann blieben die 
Kolben gewöhnlich 24 Stunden stehen, damit sämtliche Flüssig- 
keiten die gleiche Temperatur erhielten, worauf die Ablesung 

1) Um die wahrscheinliche NH, Menge einer jeden Probe, die ungefähr 
0,04 mg N entspricht, freizumachen, waren nämlich nur 0,014 ccm °/,-МаОН 
erforderlich, und in 25 ccm Verdünnungsflüssigkeit sind 0,25 ccm ®/,-H,SO,, 
entsprechend 0,18 cem ®/,-NaOH, vorhanden. Dal ccm des Neßlerschen 
Reagens 18,7 осш */,-NaOH entspricht, mußte jedenfalls der noch 
zurückbleibende minimale Alkalescenzunterschied belanglos sein. Sicher- 
heitshalber wurde auch stets eine Verdünnung der Kontrollprobe, 
50 -+ 50, vorgenommen. Nur einmal überstieg die Kontrolle 0,05 und 
betrug dann 0,121; gewöhnlich war sie 0,03 bis 0,04. Die täglichen 
kleinen Schwankungen waren zweifelsohne auf die ziemlich wechselnden 
NH,-Mengen des dest. Wassers zurückzuführen; auch die verdünnten 
Proben wurden verschlossen, da man nicht im voraus wissen kann, welche 


Störungen z. B. durch den Tabaksrauch mit seinem bedeutenden NH,- 
Gehalt herbeigeführt werden können. 
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mit den schon genannten Vorsichtsmaßregeln vorgenommen 
wurde. Zu bemerken ist jedoch, daß gewöhnlich ein paar 
Stunden vergangen sind, ehe das Reagens zugesetzt wurde 
(wenn es nicht erst am nachfolgenden Tag geschah, was 
meistens der Fall war); die kälteren Destillate dürften dann 
schon die Temperatur der Umgebung angenommen haben. 

Zur Untersuchung der Genauigkeit der Methode wurden 
einige blinde Versuche mit (NH,),SO,-Lösungen mit bekanntem 
N-Gebhalt vorgenommen. 5 Versuche ergaben: 















Tabelle XII. 

Schluß- Stoff- Ver- 

volumen N-Menge |menge| dünnungs-| Fehler Fehler 
mg ccm faktor d 


















Die Kontrolle ergab 0,052 mg N; die Standardflüssigkeit enthielt 
0,04 mg N. 


11 andere Versuche ergaben: 
Tabelle XIII. 





Kontrolle = 0,033 mg N, Standardflüssigkeit = 0,024 mg N. 


In den Tabellen XII und XIII wurde das NH, sofort 
nach der Destillation freigemacht (siehe S. 35 Tabelle ХІ. Bei 
den kleinen Mengen sind die prozentischen Fehler groß, die 
Schlußvolumina bei der Ablesung sind aber auch öfters weniger 
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befriedigend. Bemerkenswert ist, daß stets Verluste entstehen. 
Dieses ließ vermuten, daß vielleicht etwas N während der Be- 
handlung mit H,SO, verloren gehe; R. Kofoed hat solche 
Verluste nachgewiesen, obzwar in weit kleineren Mengen, näm- 
lich са. 0,7°/,, und bei länger dauernder Erhitzung. 

Folgende 3 Versuche zeigen eigentlich nur, daß man trotz 
der niedrigen Schlußvolumina Glück haben kann. 


Tabelle XIV. 





Stoff- 











Gefundene 
N-Menge 





Berechnete 
N-Menge 





Kontrolle = 0,049 mg N, Standardflüssigkeit — 0,024 mg М. 


Tabelle XV. 





Fehler 






Fehler 








— 0,004 | 0,4 
— 0,046 | 49 
+0,057 | 61 
+0,029 | 62 
+0,052 | 52 


Kontrolle — 0,047 mg N, Standardflüssigkeit = 0,04 mg N. 


Tabelle XVI. 





Fehler 






2 0,0 
2 5,1 
2 8,9 
2 4,2 
2 1,6 
2 8,5 
2 2,1 
2 1,8 
2 10,7 
2 10,6 


Kontrolle == 0,042 mg N, Standardflüssigkeit = 0,043 mg М. 
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Die Versuche der Tabellen XV bis XVIII wurden genau 
nach den oben vorgeschriebenen Regeln ausgeführt. Man darf 
nicht gern mit einem Schlußvolumen von weniger als 80 ccm 
arbeiten. 


Tabelle XVII. 
Schluß- | Berechnete | Gefundene | Stoff- Ver- Fehler 
volumen] N-Menge N-Menge |menge | dünnungs-| Fehler 
com mg mg com | faktor 0/6 








Kontrolle = 0,042 mg N, Standardflüssigkeit — 0,04 mg N. 


Die Schlußvolumina sind in Tabelle XVII die Mittelzahlen 
aus 5 Ablesungen. Für die kleineren ND, Mengen des zweiten 
Destillats wurden natürlich stets entsprechende Standardflüssig- 
keiten gewählt. Sämtliche Standardflüssigkeiten wurden bei 
sämtlichen Analysen aus einer und derselben (NH,),SO,-Lösung 
dargestellt. 

5 Proben derselben Spinalflüssigkeit ergaben folgendes: 


Tabelle XVII. 








Schluß- 
volumen 





Stoff- 
menge 


Ver- 
dünnungs- 
faktor 


Kontrolle = 0,052 mg N, Standardflüssigkeit — 0,04 mg N. 


Wie man sieht, sind die Fehler in den meisten Fällen nur 
Ablesungsfehler. Wenn in den Tabellen der Fehler 10°/, oder 
mehr beträgt, muß man aber andere Ursachen suchen. Im 
großen und ganzen scheinen der Methode selbst keine Fehler 
anzuhaften; Bedingung ist allerdings, daß mit der größten 
Sorgfalt und Genauigkeit vorgegangen wird. 





Eiweiß- u. N-Verhältn. sowie H-Ionenkonz. d. Cerebrospinalflüssigk. 41 


Klinische Resultate durch Kjeldahl-Neßler. 


Zur Stickstoffbestimmung wurden 126 Spinalflüssigkeiten 
von 113 Patienten angewandt. Es sind also 13 Repunkturen 
vorgenommen, von denen 9 intra vitam an 8 Patienten, um 
eventuelle Schwankungen des N-Gehaltes nachzuweisem, 4 post 
mortem an 4 Patienten, um die nach dem Tode eingetretenen 
Veränderungen zu untersuchen. Von den 113 erstmaligen 
Punkturen sind 29 post mortem, 1 in der Agonie vor- 
genommen; 1 enthielt Bluteiweiß. Diese 31 Punkturen sind 
daher von besonderen Gesichtspunkten aus zu beurteilen. In 
ca. 30 Fällen, wo man vermuten konnte, daß die gefundene 
Zahl weniger genau sei, ist eine Umbestimmung vorgenommen 
worden, und fast immer mit dem Resultate, daß die erste 
Bestimmung, wenn ein Unterschied gefunden wurde, zu niedrig 
ausgefallen war. — Wo keine Flüssigkeit mehr zur Verfügung 
war und ein Fehler denkbar ist, ist dies bei dem Resultate 
vermerkt. 

Bei 48 der 113 Patienten findet sich eine Sektionsdiagnose, 
darunter 24, wo das Punktat intra vitam genommen wurde. 

Für die N-Bestimmungen kamen nur wasserhelle, ungefärbte 
Spinalflüssigkeiten zur Verwendung. Falls das Spektroskop oder 
die Zellenzählung Anwesenheit von Blut ergab, wurde die be- 
treffende Flüssigkeit niemals verwendet. Bei postmortalen Punk- 
taten sind die Anforderungen an Klarheit und Farbe nicht so 
streng gewesen. Einige Flüssigkeiten, die besonders viele Zellen 
enthielten, sind zentrifugiert worden. Bei der gewöhnlichen 
Anzahl von Zellen, 20 bis 50 pro 1 cmm, scheint kein Unter- 
schied zwischen zentrifugierten und nicht zentrifugierten Punk- 
taten zu bestehen. Eine Spinalflüssigkeit, Nr. 93, zeigte 2. В. 
30 Zellen, eine andere, Nr. 141, ca. 40 Zellen pro 1 cmm. Es 
wurden folgende N-Mengen, in Milligramm pro 1 ccm berechnet, 
gefunden: 


Tabelle XIX. 
Nr Unzentrifugiert| Zentrifugiert 
| mg mg 
+ 93 0,500 0,524 


141 0,333 0,334 
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Es wurden 2 ccm für die Analysen verwendet. Eine 
Zellenzahl von 60000 bis 80000 läßt sich also bei diesen 
doch ziemlich feinen Stickstoffbestimmungen nicht nachweisen. 

Für die Konservierung der Spinalflüssigkeiten war ein 
Eisschrank nicht immer zur Verfügung. Es wurde dann teils 
Chloroform, teils Toluol zugesetzt. Das Chloroform erwies sich 
aber als mit mehreren ungünstigen Eigenschaften behaftet; 
teils sammelte es sich am Boden, wo die Pipette hinunter- 
geführt wurde, und ging leicht in dieselbe hinein, teils äußerte 
es eine stärker denaturierende Wirkung auf das Eiweiß als 
das Toluol, und letzteres hatte zudem den Vorteil, daß die 
Flüssigkeit nach seiner Entfernung wieder klar wurde, was bei 
dem Chloroform seltener der Fall war Eine wässerige Lösung 
von Chloroform gibt ferner durch die (NH,),SO,-Probe Aus- 
fällungen, wogegen sowohl diese als die HNO,-Probe in schwach 
toluolhaltigen Flüssigkeiten ohne Einfluß auf das Resultat an- 
gestellt werden können, was folgende zwei Proben zeigen werden: 


Tabelle XX. 
Nr Ohne Mit 
i Toluolzusatz | Toluolzusatz 
59 15—45 15—45 
168 0—8 | 1—8 


Ich benutzte deswegen nur bei einigen wenigen der ersten 
Fälle das Chloroform und ging dann zur ausschließlichen Ver- 
wendung von Toluol über. Wenn letzteres sich hinlänglich in 
der Spinalflüssigkeit gelöst hatte (es wurde nur ein Tropfen 
oder noch weniger auf mehrere Kubikzentimeter zugesetzt), 
bildete sich gewöhnlich eine weißliche, trübe, wahrscheinlich 
kolloidale Lösung, die, wie gesagt, in den meisten Fällen bei 
Entfernung des Toluols durch Wasserstoffdurchleitung oder beim 
Stehenlassen an der Luft wieder vollständig klar wurde. 

Unger Vetlesen (zit. Laache) findet die Trichloressig- 
säureprobe, ad modum Heller mit reiner ССІ, COOH ausgeführt, 
weniger fein als die Hellersche Salpetersäureprobe; die beiden 
Proben verhalten sich jedoch, was Feinheit betrifft, nach dem 
angeführten Schema beinahe gleich. Da ich meine Gewichts- 
analysen (als Grundlagen der Salpetersäureprobe) mittels Aus- 
fällung durch Trichloressigsäure vorgenommen habe (в. Tab. D 
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wäre es unleugbar das beste gewesen, wenn die beiden Re- 
agenzien Eiweißstoffe in ziemlich gleicher Weise ausfällten. 
Indessen besteht ja schon im voraus ein bedeutender Unter- 
schied zwischen den zu erwartenden Ausfällungen, selbst bei 
Anwendung desselben Reagens, wenn man einerseits die 
Reaktion mit zunehmenden Verdünnungen ad modum Heller 
oder andererseits durch Auskochen mit gleichen Teilen des 
Reagens in 10°/,iger Lösung ausführt; außerdem scheint 
auch der folgende Versuch (Tab. XXI) zu zeigen, daß HNO, 
und CC1,COOH durchaus nicht auch nur annähernd dieselbe 
Fällungskapazität besitzen. 


Tabelle XXI. 


N, nach der|N nach Аив- № im Boden- 
Total-N |HNO,-Probelfällg. mittels! satz mittels 
berechnet | CC},COOH | CC1,COOH 


9% CS 

























+ 40 0,0278 0,0273 
+ 93 Ыр: Ї 0.0176 0.0316 
+ 140 | Epilepeia, cancer 0,0107 0,0152 
+148 en } 0,0217 0,0218 
+ 146 “ a.) 0,0222 0,0441 


Wie man sieht, gehen die Werte der letzten und die der 
drittletzten Kolonne zum Teil weit auseinander. Bei Nr. 40 
wird durch Trichloressigsäure beinahe die nach der HNO,-Probe 
berechnete Menge, bei Nr. 146 beinahe 13 mal soviel ausge- 
fällt. Es handelt sich hier zweifellos um niedrigere Glieder, 
die durch Trichloressigsäure gefällt werden, dagegen mit Sal- 
petersäure keine Reaktion geben. Demzufolge ist es denkbar, 
daß bei der Ausrechnung des Koeffizienten 0,0017 ein wesent- 
licher Fehler begangen wurde. Bei einer Wägung nach der 
Ausfällung durch Trichloressigsäure findet man z. В. in einer 
bestimmten Flüssigkeitsmenge p Gramm, die Verdünnung nach 
Roberts-Brandberg war z, und die Berechnung ergibt nun, 
daß der Gewichtsmenge а zf, entsprechen. Bei einer neuen 
Wägung in einer anderen Flüssigkeit findet man in derselben 
Flüssigkeitsmenge dieselbe Gewichtsmenge, р Gramm, die Ver- 


dünnung ist aber et und die Berechnung gibt 130%, Ei- 
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weiß. Der Koeffizient a wird also im letzteren Falle 13 mal 
so groß wie in dem ersteren. Wird der Wert vom letzteren 
Fall beim ersten angewandt, findet man mit anderen Worten 
13 mal soviel Eiweiß wie tatsächlich vorhanden war, und man 
kann dadurch leicht mehr Eiweiß-N berechnen, als später 
Total-N tatsächlich gefunden wird. Die später folgenden Zahlen 
werden indessen zeigen, daß ich in dieser Richtung, bei der 
zu hohen Berechnung des Koeffizienten, keinen sonderlichen 
Fehler begangen habe, da die Werte für die aus dem Eiweiß 
ausgerechnete Stickstoffmenge von 1°/, bis ungefähr 90°/, des 
Gesamtstickstoffs betragen. Vielleicht konnte der Koeffizient 
auch nicht gut größer sein. Ob er kleiner sein konnte, ist an 
und für sich ohne Bedeutung. Ich habe nachgewiesen, wieviel 
Eiweiß sich durch HNO, nach der beschriebenen Methode in 
den verschiedenen Flüssigkeiten nachweisen läßt, die Menge 
habe ich mittels eines konstanten Faktors, 0,0017, in Gewichts- 
prozenten ausgedrückt, und auf alle anderen etwa vorhandenen 
Verbindungen von Eiweißcharakter, die sich durch Salpeter- 
säure nicht nachweisen lassen, habe ich keine Rücksicht ge- 
nommen. 















Tabelle XXII. 
e S| AZ ha 12 
Заар 
Nr SE 2 Б $ È 8: 
„EBS Tg [5 $ 
Ron СУ ſ = 
0 







12 [Dementia paralytics + denatu-| 0,1712 
durch 
Toluol 
16 do. + 30 0,0162 | 0,0082] 50,6 | 1,0 
117 do. 25 0,0144 | 0,0068 47,2 © 
121 do. 80 |> 0,0244 | 0,0218| 89,3 
(63,4) 
122 do. 75 (> 0,0286 | 0,0204 71, + 
52,8 
182 do. + 20 0,0209 | 0,0054 (256 — 
134 do. 20 0,0226 0,0054 28,9 — 
135 do. 55 0,0325 0,0150 46,2 + 
138 do. 30 0,0301 | 0,0082] 27,2! 2,7 | + 
141 do. 50 0,0319 | 0,0136) 42,6 | 1,8 | + 
179 do. + 31 0,0235 | 0,0085| 36,2 | 1,8 | + 
180 do. Mb. cordis, | 35 0,0200 0,0095 47,5 | 1,1 
Arterio- 


sclerosis 
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Tabelle XXII (Fortsetzung). 


Sektions- |HNO,- 


N aus dem 
Eiweiß (aus 
dem HNO,- 


diagnose | Titer 





182 [Dementia paralytice 


(juvenilis) 

183 |Dementia paralytice 
185 do. 

186 do. 

191 do. 

215 do. 

116 | Dementia paralyt.? 
136 do. 

155 do 

161 do. 

202 do. 

195 [Lues cerebrospinalis 
133 do. ? 

214] Tabes dorsalis 


217 |Sclerosis disseminate 


129 do. 

137 do. 

212 | Lues secundaria 
(Angina) 


213] Lues secundaria 
169 Tumor cerebri 


(Gliom) 
170 Tumor cerebri 

(Gumma) 
181 | Tumor cerebri? 
205 do 


211 |Irritatio meningum 
145 | Pneumokokmenin- 
gitis 


do. 
201 | Streptokokmenin- 


gitis 
166 [Meningitis purulenta 
acuta 
165 | Meningitis cerebro- 
spin. (epidemica?) 
159 | Abscessus cerebri 
149 | Meningitis tuber- 


culosa 
158 do 
171 do 
172 do 
173 do 
178 do 
208 do 


+ ++ ++ 


+++ 


57,5 


0,0221 


0,0306 
0,0244 
0,0345 
0,0324 
0,0285 
0,0166 


0,0326 


(+ 0,013) 


0,0250 
0,0198 
0,0314 
0,0582 
0,0224 
0,0327 
0,0277 
0,0170 
0,0161 
0,0126 
0,0166 


0,0208 
0,0270 


0,0529 


0,0203 
0,0442 
0,0138 
0,0587 


> 0,0937 


0,2260 
0,0361 
0,0396 


0,0209 
0,0289 


0,0434 
0,0351 
0,1164 
0,0324 
0,0168 
0,0397 


Titer) berechn. 
oD = Eiweiß-N 


— 
© 
— 


0,0095 


0,0116 
0,0048 
0,0170 
0,0191 
0,0109 
0,0068 


0,0186 


0,0041 
0,0061 
0,0082 
0,0326 
0,0054 
0,0052 
0,0046 
0,0016 
0,0019 
0,0027 
0,0030 


0,0041 
0,0082 


0,0395 


0,0068 |: 


0,0326 
0,0030 
0,0350 


0,0626 
0,1768 


0,0157 
0,0150 
0,0070 


0,0090 |; 


0,0218 
0,0177 
0,0177 
0,0116 
0,0048 
0,0116 


° des Total-N 


KI "e w Ki 


2 ~“ м 


~ 


~ 


— Va со ~ ©л ол о окко СЛ 
E A л О оо mm Оо 00 М чі 


- 
— 
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Tabelle XXII (Fortsetzung). 













= „9 AZ Z 
5258 азе, ә 
i FEAE 
Sektions- ELE Sé $ SIS, 
Nr. diagnose WER e ш Е E 
alas | Pë 
"| © 






156 Septichaemia + 8 0,0198 [0,0022 |11,1| 8,0 
180 do. ? 13 0,0263 [0,0035 |18,8| 6,5| — 
126 [Pneumonia crouposa 8 0,0150 0,0022 | 14,7 — 
176 ао. 6 0,0090 0,0016 | 17,8) 4,6 
198 6,5 0,0142 1000175 12,8| 7,1 


do. 
175 Poliomyelitis 34 0,0300 10,0092 | 30,7 
anterior acuta 
143 | Dementia arterio- Embollitio 10 0,0243 10,0027 |11,1| 80| + 
sclerotica, Syphilis cerebri 
virulenta 

177] Hemiplegia sin. 9 0,0306 10,0024 | 7,8 |11,8 
(Ето. cerebri), 

Bronchitis, Mb. 

cordis, Nephritis 


119 | Dementia arterio- 10 0,0212 10,0027 | 12,7 + 
sclerotica 

144 do. 20 0,0344 0,0054 | 15,7 | (5А) + 

190 | Dementia arterio- + 20 0,0203 10,0054 | 26,6 | 2,8 
sclerotica in A. с. 

118] Dementia senilis 10 0,0140 0,0027 | 19,3 + 

192 do. + 20 0,0318 0,0054 | 17,0| 4,9 

164 [Dementia alcoholica + 14 0,0234 0,0038 |16,2 | 5,2 

188 |Alcoholismus chron., 17,5 0,0215 0,0048 |22,0 | 3,5 
Syphilis virulenta 

189 [Dementia alcoholica 16 0,0134 10,0044 | 32,1 | 2,0 

203 |Cachexia aleoholica| Broncho- 13 0,0830 0,0035 | 4,2 | 22,7 
(Gastroenteritis) pneumonia 

216 [Dementia alcoholica 14 0,0188 |0,0038 | 20,2| 3,9 

218 |Alcoholismus chron. + 1 0,0215 10,0019 | 8,81 10,3 

(Мівегіез ?) 
125 | Dementia epileptica 14 0,0409 0,0088 | 9,3| (9,8) + 
142 | Dementia epileptica 13 0,0136 0,0035 |25,7| 2,9| + 
(Stat. epilept.) 

193 do. 15 0,0262 10,0041 |15,6| 5,4 

235 | Dementia epileptica 10 0,0216 0,0027 |12,5| 7,0 

160 D. ргаесох + 10 0,0470 0,0027 | 5,7|16,4 

222 do. 14 0,0203 10,0038 |18,7| 4,3 

236 do. 16 0,0173 0,0044 |25,4| 2,9 

240 do. 10 0,0162 10,0027 |16,7| 5,0 

241 do. 6 0,0154 |0,0016 |10,4 | 8,6 

245 do. 14 0,0121 0,0038 |31,4| 2,2 

209 Idiotia 14 0,0239 0,0038 |15,9 | 5,3 
(Hydrocephalus) 

246 Idiotia 8 0,0165 0,0022 |13,3| 6,5 

196 | Mb. Alzheimeri? 20 0,0300 10,0054 |18,0| 4,6 

242 Psych. manio- 18 0,0241 |0,0085 |14,5 | 5,9 


depressiva 


— n 
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Nr. 















38 do. 
40 do. 
59 do. 
67 do. 
88 do. 
89 do. 
91 do. 
93 do. 
151 do. 
152 do. 
153 do. 
162 do. 
184 do. 
131 | Dementia praecox 
(Anaemia) 
148 | Dementia praecox 
(Nephritis) 
154 | Dementia praecox 
(Spondylitis) 
168 | Dementia praecox 
(Tub. pulmon.) 
146 |Dement. arterioscler. 
174 do. 
(Mb. cordis) 
150 | Dementia postapo- 
plectica 
157 nt.arterioscler 
Apoplexia cerebri 
120 ` ng — 
um. dext. 
197 | Dementia senilis 
140 entia epileptice 
(Cancer) 
167 epileptic 
pyema pulmon 
139 becillitas Саке?) 
128 Melancholia 
(Krämpfe) 
123 


Tabelle XXIII. 


Sektions- 
diagnose 


pneum. 
Cystopyelo- 
nephritis 
Pneumonia 
hypostatica 
Pneumonia 
do. 


Cystopyelo- 
nephritis, 
Endocarditis 
=- 


Pleuritis 
exsudativa 
Broncho- 
pneum. 
do., Abszesse 
БЕ 
+ 
Pneumonia 
hypostatica 
+ 


+ 
4 
T 
Pneumonia 


hypostatica 


Emollitio 
cerebri 


+ ++ + 






0,0696 
0,0474 
0,0551 
0,0478 
0,0488 
0,0855 


0,1450 
0,1680 
0,0500 
0,0433 


0,0397 


> 0,0322 


0,0313 
0,0518 


0,0553 
0,0430 
0,0803 
0,0250 
0,0663 
0,0464 
0,0689 
0,2350 
0,0397 


0,0673 
0,0259 


0,0208 


0,0577 
0,0264 


0,1116 


dem HNO,- 
Titer) berechn. 


sd 


N aus dem 
Eiweiß (aus 


© 
— 
> 


0,0068 
0,0129 
0,0204 
0,0122 


0,0136 


0,0129 
0,0184 
0,0054 
0,0326 
0,0054 
0,0109 
0,0089 
0,0218 
0,0033 
0,0041 
0,0014 
0,0022 
0,0033 


0,0027 






= EKiweiß-N 
е des Total-N 


5,8 


0,0082] 11,9 
0,0035) 1,5 
0,0027| 6,8 


0,0095 14,1 
0,0019] 7,4 


0,0035 17,2 


0,0033! 5,7 
0,0024| 9,1 


0,0041) 3,7 


— — 


Rest-N 
Eiweiß-N 





| 


Formol- 
reaktion 
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Tabelle XXII zeigt die Resultate, betreffend Lebende, 
Tabelle XXIII diejenigen, die Tote betreffen. Der Eiweiß- 
stickstoff wurde also durch Multiplikation der bei 
der HNO,-Probe gefundenen Verdünnungszahl mit 
0,0017 und Division durch 6,25 ausgerechnet; ein- 
fachheitshalber ist die den Prozentanteil des Total- 
stickstoffes an Eiweißstickstoff angebende Zahl durch 
D bezeichnet. In der letzten Kolonne habe ich, um das 
Verhältnis zwischen Reststickstoff und Eiweißstick- 
stoff auszudrücken — einen Quotienten ausgerechnet, der hier 
durch © bezeichnet wird und also den Reststickstoff, durch 
den Eiweißstickstoff dividiert, bedeutet. Da man aber hier- 
durch — wie leicht ersichtlich — einen steigenden Fehler be- 
kommen wird, wurden bei der Ausrechnung von © sämtliche 
Fälle übergangen, wo die angeführten Zahlenwerte auch nur 
in geringstem Maße als unsicher angesehen werden konnten. 
Wurde die Ausrechnung trotzdem ausgeführt, ist die Zahl 
für Q eingeklammert. Rechnet man einen Mittelfehler für die 
HNO,-Bestimmungen von 2,5°/, und einen Fehler bei den 
N-Bestimmungen von BIL. wird D einen Fehler von 5,6°/, 
© dagegen einen Fehler von 6 bis 12°/, geben, indem hier der 
Fehler steigt, wenn der Wert des Verhältnisses en) abnimmt, 

Eiweiß-N 
und umgekehrt abnimmt, wenn dieser Wert steigend ist. Man 
wird jedoch sehen, daß aus den Resultaten einige sichere 
Schlüsse gezogen werden können. Ein hoher Wert von Q 
bedeutet z. B. relativ bedeutende Mengen von Rest- 
stickstoff, ein niedriger dagegen besonders viel Eiweiß- 
stickstoff. 

Bei Nr. 12 und Nr. 67 war das Eiweiß in denaturiertem 
Zustande wegen des Toluolzusatzes ausgefällt worden. Die 
HNO,-Bestimmung konnte deswegen nicht ausgeführt werden. 
Bei Nr. 12 wurde die Spinalflüssigkeit in der Agonie genommen, 
und dieser Fall wird daher aus gewissen Ursachen (der hohen 
N-Menge wegen) später erörtert werden. Bei Nr. 245 war die 
Kontrolle 0,121 mg N, so daß das Resultat hier als unsicher 
angesehen werden muß. Bei Nr. 136 ist möglicherweise ein 
Fehler begangen worden, so daß in diesem Falle ca. 0,013 an 
Gesamt-N abzuziehen ist, und endlich ist die Möglichkeit vor- 
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handen, daß bei Nr. 147, 121, 122 und 116 der Gesamt-N-Wert 
zu niedrig bestimmt wurde; bei den drei letzten geben die 
eingeklammerten Zahlen einen Korrektionsversuch an, der je- 
doch nur kalkulatorisch zu verstehen ist. Die Spinalflüssigkeit 
bei Nr. 201 war trübe mit purulentem Bodensatz; es wurde 
darauf gesehen, daß, so weit möglich, nichts von diesem in die 
Pipette mit hineingelangte. 

Eine sich stark aufdrängende Frage, bevor man zur Be- 
urteilung der in den Tabellen XXII und XXIII gewonnenen 
Resultate schreitet, ist die folgende: welche Werte sind als 
physiologisch oder normal anzusehen, so daß man von diesen 
ausgehend beurteilen kann, wenn pathologische Verhältnisse 
vorliegen? Es muß natürlich vor allem verlangt werden, daß 
der Betreffende, von dem das Punktat genommen wurde, an 
keiner Krankheit in dem Zentralnervensystem leidet; im übrigen 
kann man aber nichts mit Sicherheit wissen. Zufällige von 
der Straße her genommene Individuen können Syphilitiker oder 
Alkoholiker sein, und man kann nicht im voraus wissen, ob 
das nicht von Bedeutung sein kann. Nimmt man Spinalflüssig- 
keit von Individuen, die z. B. zwecks irgendeiner Operation einer 
Lumbalanästhesie unterzogen werden sollen, so können solche 
je auch nicht als normal angesehen werden, da sie ja gerade 
an irgendeiner Krankheit leiden müssen, für die eine Operation 
indiziert ist. Solche Spinalflüssigkeiten habe ich außerdem nicht 
zur Verfügung gehabt. Ich wählte daher das Verfahren, solche 
Patientengruppen wie manisch-depressive Psychose, Lues secun- 
daria, Pneumon. crouposa, die übereinstimmende Befunde zeigten 
und wo ein organisches Nervenleiden nicht notwendigerweise 
vorauszusetzen war, als Grundlage für eine Norm zu nehmen, 
und ich fand eine gewisse Stütze teils in der annähernden 
Übereinstimmung der dieselben betreffenden Befunde, teils 
such darin, daB andere Gruppen oder Fälle, sofern sie sich 
nicht dem unzweifelhaft pathologischen wie bei Paralysen und 
Meningiten usw. näherten, keine sonderlich abweichenden 
Resultate von den vermuteten normalen lieferten. 

Die Gesamt-N-Menge scheint normalerweise 
zwischen ca. 0,010 und 0,025°/, schwanken zu können 
und kann vielleicht auch etwas höher gehen. Bei 


Pneumonia orouposa findet man die niedrigsten Werte. 
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D ist normal са. 10—20; Q dürfte zwischen 4 und 9 
liegen. 

Wenn wir darauf Tabelle XXII betrachten, sehen wir bei 
Dementia paralytica den Gesamtstickstoff zwischen 0,0144 °|, 
(Nr. 117) und 0,0345°/, (Nr. 186) schwanken. Bei diesen beiden 
Fällen ist aber D ungefähr gleich, so daß es scheint, als ob 
nur die Stoffumsetzung im einen Falle intensiver gewesen ist 
als im anderen. Die Totalstickstoffmenge erreicht also keine 
besonders ausgesprochene pathologische Höhe und scheint auch 
nicht in bestimmtem Verhältnisse von der Eiweißmenge ab- 
hängig zu sein; Nr. 16 hat z. В. dieselbe Eiweißmenge wie 
Nr. 138, wogegen die N-Menge im letzteren Fall ungefähr das 
Doppelte beträgt. Infolgedessen ist auch Q schwankend, durch- 
weg jedoch niedrig, nur ein paarmal über 4. D kann niedrig 
sein; bei Nr. 185 ist er beinahe als normal zu bezeichnen, wo- 
gegen bei Nr. 117 der hohe D, 47,2, mit größerer Sicherheit 
auf einen pathologischen Zustand hindeutet, als man sonst aus 
den anderen Zahlen schließen könnte. Q würde auch hier niedrig 
sein. Wie man aber sehen wird, kommt der Paralyse mit bezug 
auf Stickstoffumsetzung keine Sonderstellung zu. Tumor cere- 
bri und Abcessus cerebri können ähnliche Verhältnisse 
zeigen. Die juvenile Paralyse, Nr. 182, nimmt auch keine 
Sonderstellung ein. 

Lues cerebri verhält sich zunächst als Dementia para- 
lytica, neigt aber doch zu höheren Stickstoffwerten. 

Der Tabes dorsalis-Fall zeigt zwar eine N-Menge über 
den Mittelwert, hat aber sonst nichts von besonderem Interesse 
aufzuweisen; letzteres gilt auch von dem Sclerosis disse- 
minata-Fall. 

Die akuten Meningiten zeigen neben den hohen Ei- 
weißwerten auch hohe Stickstoffwerte und zeichnen sich da- 
durch von den Paralysen oder den chronischen Fällen über- 
haupt etwas aus. 

Bei Nr. 159 (Abcessus cerebri) deutet hauptsächlich 
der D-Wert auf ein organisches Leiden hin. 

Bei Nr. 211 (Irritatio meningum) dürften die normalen 
Befunde anzeigen, daß zurzeit der Punktur keine Mikroben- 
invasion in den Hirnhäuten stattgefunden habe; wie man aus 
dem Journal sehen wird, ist eine solche Ausnahme sehr wohl 
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möglich, indem erst eine 4 Tage später (am 6. X.) vorgenom- 
mene Punktur eine zweifellos pathologische Zellen-Formel ergab. 

Die tuberkulösen Meningiten haben etwas niedrigere 
D-Werte als die Paralysen, was auf die im ganzen höheren 
Totalstickstoffwerte zurückzuführen ist. Nr. 178 mit dem nied- 
rigen HNO,-Titer (17,5) und niedrigen Total-N (0,0168°/,) gibt 
sich durch D (28,6) und 0 (2,5) als ein wahrscheinlich orga- 
nisches Leiden zu erkennen. Nr. 172 zeigt abweichende Zah- 
len und wird ausführlicher unter der Tabelle XXV erörtert 
werden. 

Es ist nicht ohne Interesse zu bemerken, daß schwere 
Intoxikationen wie Pneumonia crouposa und die Septich- 
aemie keinen Ausschlag in der N-Umsetzung in der Cerebro- 
spinalflüssigkeit geben, indem die Annahme wohl gerechtfertigt 
ist, daß keine lokalen mikrobiellen Affektionen des Zentral- 
nervensystems vorhanden waren. Nr. 176 (Pneumonia) zeigt 
eine besonders niedrige Total-N-Menge. 

Eine Poliomyelits acuta (Nr. 175) verhält sich ungefähr 
wie eine Paralyse. 

Bei Nr. 177 (Emoll. cerebri) deuten D (7—8) und Q 
(11,8) auf angehende agonale Umsetzungen, die unter den Ta- 
bellen XXIII und XXIV besprochen werden sollen; die Patientin 
wurde aber ca. 1 Monat später in gebessertem Zustande aus dem 
Hospitale entlassen, und die Frage betreffe der Ursache des 
hohen Q-Wertes mag dahingestellt bleiben. Bei diesem Leiden 
sowie bei Dementia arteriosclerotica und Dementia al- 
coholica ist eine Neigung zu steigenden Werten, besonders 
von D, augenfällig. Vielleicht gilt dies auch von der De- 
mentia senilis. Bei Nr. 190 findet man z.B. einen D-Wert 
von 26,6, der zwar bei Repunktur auf 18,7 reduziert wurde, 
wogegen bei Nr. 192 das umgekehrte der Fall war (vgl. Ta- 
belle XXVI). 

Bei Dementia alcoholica findet man D-Werte von 20,2 
(Nr. 216), 22,0 (Nr. 188) und 32,1 (Nr. 189). Die Gesamt-N- 
Werte sind hier nicht hoch (Nr. 203 wird ebenfalls unter Ta- 
belle XXV besprochen werden). 

Die Epilepsien verhalten sich nicht wesentlich anders. 
Nr. 142 hat einen D-Wert von 25,7. Daß das Punktat bei 


Nr. 193 während eines Anfalles genommen wurde, hat hier 
4* 
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nichts Entsprechendes herbeigeführt. Namentlich bei Nr. 125 
findet man aber eine außergewöhnlich hohe N-Menge (0,0409 214 
im Verhältnis zur Eiweißmenge. Da dieser Fall unter die 
ersten, nicht absolut zuverlässigen Untersuchungen gehört 
(das Schlußvolumen bei der Ablesung am Colorimeter war auf 
40 ccm Standardflüssigkeit gesunken!), darf ich den Gesamt- 
N-Wert nicht als unbestreitbar ansehen. 

Dementia praecox verhält sich wie die letzterwähnten 
Gruppen. Nr. 236 zeigt D = 25,4, Nr. 245 muß (wie erwähnt) 
mit einigem Zweifel beurteilt werden (D = 31,4), Nr. 160 wird 
unter Tabelle XXV besprochen. 

Nr. 196 hat eine etwas hohe N-Menge (Mb. Alzheimeri?). 
Die beiden Idiotia und Nr. 242 (Psych. man-depr.) zeigen 
nichts Besonderes. 

Es ist aber interessant zu beobachten, daß der Reststick- 
stoff (== Gesamt-N —— Eiweiß-N) nicht gern unter 0,01°/, her- 
untergeht. Bei Nr. 16, 117 und besonders bei Nr. 176 gehen 
jedoch die Zahlen unter 0,01; vielleicht auch bei Nr. 189 
und 245 (Nr. 121 und 122 haben unsichere, wahrscheinlich zu 
kleine Werte). Am niedrigsten ist der Prozentgehalt bei Nr. 176 
(== 0,0074°/,). In der Regel übersteigt der Reststickstoff nicht 
0,030°/,; eine Ausnahme hiervon ist die starke Meningitis, 
Nr. 201, mit 0,050°/,. Geht der Wert über 0,030, nähert man 
sich denjenigen Größen, die, wie unten gezeigt wird, zweifels- 
оһпе im Anschluß an die Agonie entstehen. In post mortem 
genommenen Punktaten findet man Werte höher als 0,2%, 
Rest-N (Nr. 157, Tabelle XXIII). 

Als Hauptresultat läßt sich aus den Zahlen der Tabellen 
XXII und XXIII folgendes schließen: 


1) Hierdurch würde man einen zu hohen Befund erwarten können, 
indem man bei den dunkleren Farbentönen an größere und weniger 
zahlreiche Partikelchen denken muß, die in der gleichen, Flüssigkeite- 
menge nicht so gut wie viele kleinere in der Färbung erscheinen können; 
bei den hellen Farbentönen muß man in gleicher Weise an eine 
Bildung der letztgenannten Partikelohen denken. Man braucht also im 
ersteren Falle (dunklere Farbe) eine größere Flüssigkeitsmenge, um eine 
gleiche Färbung zu erreichen, und muß einen größeren Standardwert 
als den richtigen rechnen. Wäre die Standardflüssigkeit zu hell gewesen 
und die Probe dunkel, dann hätte man also umgekehrt zu wenig N ge- 
funden. 
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А Ein kleines D, findet man in der 
Ein großes Q eine große Total- Agonie und post 
(> 9) N-Menge mortem 
| Ein großes D, ver- findet man bei 

— @ ) hältnismäßig mode- schwereren 


rate Total-N-Menge | organischen Leiden. 


D kann im letzteren Falle (Tumor cerebri, akute purul. 
Meningitis) bis auf über 70 steigen. 

Begegnet man Verhältnissen, die als normal zu be- 
zeichnen sind und jedenfalls zwischen diesen beiden 
Extremen liegen, so darf man von der Klinik nicht 
absehen und aus diesen Befunden auf normale soma- 
tische Zustände schließen. Bei Nr. 185 und 134 ge- 
statten z. B. die Stickstoffverhältnisse bei diesen 
Untersuchungen nicht, daß die Diagnose auf Dementia 
paralytica gestellt wird; bei Nr. 117 gewähren die 
Zahlen andererseits eine Stütze für diese Diagnose. 
In entsprechender Weise stützen die Zahlen bei 
Nr. 178 die Diagnose Meningitis tuberculosa. 


Tabelle XXIV. 





18. IV. | 10—50 | 0,0319 42,6 1,3 
141 ырен 26. УШ.| 10—59,5| 0,0333 | 42.9 18 
у 7. XII. | 5—52,5| 0,0303 46,2 1,1 
183 Dementia { 28. VIII. | 10—42,5 | 0,0306 87,9 1,6 
paralytica 1.ХП. | 5—19 0,0218 28,9 3,1 
192 Dementia { 12. ІХ. 1—20 0,0818 17,0 4,9 
senilis 1.ХП. | 1—22,5 | 0,0268 29,8 3,4 

1901 Dementia arterio- 
| 12. IX. 1—20 | 0,0203 26,6 28 
sclerotica in Ach 1.ХП. | 1—90 | 00289 | 187 | 44 

с hron. 

143 SS — | 19.1у. | 2—10 | 00943 | 111 8,0 
vitalenta) 7. XII. | 2—16 | 0,0273 16,1 5,2 
216] Dementia et con- { 13. ХІ. 0—14 0,0188 20,2 3,9 
fusio alcoholica 29. XI. 0—15 0,0190 21,6 3,6 
166] Meningitis puru- { 18. VII. | 8-57,5| 0,0361 48,5 1,3 
lenta acuta 8. VIII. 0 0,0583 51,8 0,9 


í 
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Die Resultate der Repunkturen gehen aus der Tabelle XXIV 
hervor. Auch hier wundert man sich — wie es bei dem Ei- 
weiß der Fall ist — über die scheinbare „Festigkeit“ dor 
Stickstoffumsetzung. Ein Paralytiker, Nr. 141, zeigt während 
ca. 8 Monate ganz konstante Zahlen (innerhalb der Fehler- 
grenzen) bei drei Punkturen. Das gleiche war bei Nr. 216 der 
Fall, obschon der Zeitraum hier nur 16 Tage betrug. 


Nr. 190 und 192 zeigen innerhalb 3 Monaten gewisse 
Schwankungen, und Nr. 166 geht sub finem in Gesamt-N stark 
aufwärts (starb am 6. VIII. 11). Nr. 143 hat im Laufe von 
8 Monaten praktisch genommen nicht in nennenswertem Maße 
geschwankt. Dagegen ist Nr. 183 für die Beurteilung der 
N-Umsetzung sehr interessant. Er verliert in ca. 3 Monaten 
stark an Eiweiß, abgesehen von der Phase 1 bis zum nor- 
malen, und zu gleicher Zeit ist er klinisch in besserem 
Zustande. Die Wassermannsche Reaktion in der Spinal- 
flüssigkeit war am 28. VIII: 0,4—25, 7. XII: 0,6—100, im 
Serum jedoch fortwährend 0,2—0!). Dementsprechend hat er 
stark an Total-N verloren, und D ist niedrig geworden. Zur 
Beurteilung kleinerer Schwankungen ist ein sehr großes Ma- 
terial erforderlich (mehrere Hunderte von Fällen). Dasselbe 
ist natürlich auch bei einer sicheren Beurteilung der Werte 
der Tabelle XXII der Fall. 


Agonale Wirkungen. 


In Tabelle XXII kann ein neuer wesentlicher Faktor, 
nämlich die Todesursache, eventuell eine Rolle spielen. Es 
scheint nun, zufolge der Tabelle XXII, als ob Krankheiten, 
wie croupöse Pneumonie und Septichämie, bei welch letzteren 
der Organismus namentlich von Toxinen stark befallen wird, 
die Zahlen nicht sonderlich, wenigstens nicht aufwärts, ver- 
schieben, und Pneumonien und mikrobielle Intoxikationen über- 
haupt sind in wesentlichem Grade, sowohl was das Material der 
Tabelle XXIII betrifft, als bei dem Irrenhospital im allgemeinen, 
wesentlich mitwirkende Todesursachen. Es können demnach 


1) Nach der in dem staatlichen Seruminstitute, Kopenhagen, an- 
gewandten colorimetrischen Methode. 
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nicht viele andere Krankheiten als Cancer und Tuberkulose in 
Frage kommen. 

Was aber in der Tabelle XXIII am stärksten auffällt, ist 
die starke Vermehrung des Rest-N, der bei Nr. 154 und be- 
sonders bei Nr. 157 bedeutende Größen annimmt; bei Nr. 157 
ist die Ursache vielleicht die frische Apoplexie. Es handelt 
sich meistens um Werte von ca. 0,04°/, und darüber (bis 
0,235°/,) und, wie es scheint, ohne Rücksicht auf die Art der 
Psychose. In der Tabelle XXII findet man selbst nur einiger- 
maßen entsprechende Mengen nur bei schweren, meistens akuten 
Leiden des Zentralnervensystems, und zwar nur hier und da, 
wo sie auf die starke Eiweißvermehrung zurückzuführen sind. 
Diese N-Mengen wie bei Nr. 154 und 157 sind daheralsein 
terminales Symptom anzusehen. Konstant treten sie aber 
nicht auf, wie es aus Nr. 162, 168, 140, 167 und 128 ersichtlich 
ist. Ob hier die Todesursachen eine Rolle spielen (Cancer, Tuber- 
kulose, Empyem, Krämpfe), läßt sich nur vermuten. Bei Nr. 162 
hat vielleicht ein eben eingetretener paralytischer Anfall den Tod 
herbeigeführt, bevor ein agonaler Zustand sich entwickeln konnte. 
In dem einzigen Falle (131), wo ein plötzlicher Tod vermutet 
wurde (der Patient starb in der Nacht an Hämorrhagia interna), 
findet man 0,0553°/, N, also eine ausgesprochene Vermehrung. 
Es ließe sich natürlich auch denken, daß antemortelle Verände- 
rungen schon damals aus irgendeiner anderen Ursache, z. B. 
wegen der schon damals vorhandenen bedeutenden Anämie, 
eingetreten waren. Nr. 167 zeigt zunächst die intra vitam 
normalen Verhältnisse, Nr. 162 die entsprechenden pathologi- 
schen bei Dementia paralytica. Mit den kleinen N-Mengen 
zeigt jedoch Nr. 140 einen Q-Wert vom agonalen Typus, und 
Nr. 168 und 128 nähern sich stark daran — von dem even- 
tuellen Versuchsfehler abgesehen. 

Was die einzelnen Krankheitsgruppen betrifft, ist die Wir- 
kung der agonalen Veränderungen die, daß Q bei Dementia 
paralytica durchgehend höher und D niedriger als intra vitam 
wird, so daß sie sich der normalen Höhe nähern; in den übrigen 
Fällen gehen die entsprechenden Werte gewöhnlich stark über, 
bzw. unter das Normale. 

Um nun zu untersuchen, ob vielleicht eine frühzeitig ein- 
tretende Autolyse neben der gleichzeitig eingetretenen bedeu- 
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tenden postmortellen Zellenvermehrung den starken Stickstoff- 
zuwachs verursacht hatte, habe ich die in Tabelle XXV re- 
sümierten Versuche vorgenommen. Nach den Untersuchungen 
von Schryver über Autolyse (zit. von Hammarsten) sollte 
die letztere erst zirka 4 Stunden post mortem ihren Anfang 
nehmen. 


Tabelle XXV. 


HNO,-| Total-N D 
Titer JA 


Nr. Diagnose Punktur | Post mortem 



























































26. IX. 1911 | (Agonie) == 0,1712 
12 (12 Stunden | sogleich — 0,1965 | — 
später) 
16 7. ХП. 1911 0,0162 | 50,6 
22. XII. 1911 sogleich 40 0,0371 | 29,4 
6. IV. 1911 0,050 | — 
93 6. IV. 1911 80 e 15 0,0492 | — 
6. IV. 1911 |4?/,Stunden | — — Blut 
148 Dementia d 2. У. 1911 20 Min. 15 0,0430 | — 


praecox 2. V. 1911 80 e 15 0,0451 

Nr. 93 und 148 zeigen, daß eine Autolyse kaum während 
der ersten bis anderthalb Stunde nach dem Tode in Gang ge- 
kommen ist, d. h. innerhalb des Zeitraumes, wo die Spinal- 
flüssigkeit in den allermeisten Fällen entnommen wurde. Die 
Unterschiede der verschiedenen Werte liegen innerhalb der 
Fehlergrenze. Etwa 4 Stunden nach dem Tode war dagegen bei 
Nr. 93 die Spinalflüssigkeit bluthaltig und daher unbrauchbar, 
welche Erscheinung ich öfters wahrgenommen habe, wenn eine 
Punktur versuchsweise zu einem so späten Zeitpunkt vorge- 
nommen wurde. Am auffälligsten ist es aber, daß, wenn die 
N-Menge nicht zunimmt sie dann auch nicht in Abnahme be- 
griffen ist. In der ersten Portion wurden jedesmal ca. 40 ccm 
und in der letzten ca. 20 ccm genommen. Wenn nun die- 
jenigen Untersucher (Walther u. a.), die behaupten, daß der 
Gehalt der Spinalflüssigkeit an festen Bestandteilen aufwärts 
gegen das Gehirn abnimmt, recht haben, so müßte man es 
wohl bei dieser Gelegenheit, wenn es sich um mehr als eine 
Kleinigkeit handelte, verspüren können. Bei Nr. 93 findet man 
zwar eine Andeutung davon in dem HNO,-Titer, die N-Menge 
ist aber die gleiche. Der einzeln stehende Versuch gestattet 
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keine Schlußfolgerungen, und ich habe diese Frage nicht weiter 
verfolgt. 

Dagegen zielen die Ergebnisse bei Nr. 12 und 16 deutlich 
nach der Richtung hin, wo die N-Veränderungen vor sich gehen. 
Nr. 16 weist am 7. ХП. die für eine gewöhnliche Paralyse 
charakteristischen Zahlen auf; beim Tode am 22. XII. ist aber 
schon mehr als eine Verdoppelung der N-Menge eingetreten 
und D ist von 50,6 auf 29,4 heruntergegangen. 

Daß die Ursache dieser Veränderungen daher im Anschluß 
an die Agonie zu suchen ist, zeigt deutlich Nr. 12, wo in der 
Agonie eine so bedeutende N-Menge wie 0,1712°/, gefunden 
wird, die während der folgenden 12 Stunden im weiteren Ver- 
laufe der Agonie um 15°/, auf 0,1965 heraufsteigt. Dieser 
Zuwachs ist aber doch nicht als ein sehr großer zu bezeichnen, 
wenn man die Wirkungen als sekundäre, d.h. als Folgen der 
Agonie betrachtet, weil man annehmen müßte, daß die letztere 
ihre stärkste Wirkung zuletzt ausüben würde. Die Frage geht 
vielmehr in einer anderen Richtung, und zwar in der Weise, 
daß die starke N-Ausscheidung in der Spinalflüssigkeit gewöhn- 
lich darauf deutet, daß die dem Leben notwendige N-Balance 
gestört worden ist, wonach das symptomatische Zeichen, das 
wir Agonie nennen, sich früher oder später einstellen wird. Die 
gestörte N-Balance soll das primäre sein und sich also bei 
Patienten eventuell nachweisen lassen, wenn der vermutete 
Tod sich annähert, und zwar vor oder gleichzeitig mit dem 
Eintreten der Agonie. Ich habe versucht, in einigen Fällen 
solche Patienten zu punktieren, wo ich vermuten konnte, daß 
Mors bald eintreten müßte; ich habe mich aber immer geirrt, 
der Tod ist zu lange Zeit nachher eingetreten. Wie bekannt, 
spielt der Arzt nicht immer eine glückliche Rolle, wenn er die 
Lebensdauer eines Patienten vorhersagen will. Andererseits 
kann man auch nicht jeden oder jeden zweiten Tag einen 
solchen „suspekten“ Patienten punktieren, bis der Tod endlich 
nahe ist. Ich habe daher versucht, in Tabelle XXVI sämtliche 
Fälle zu sammeln, wo der Tod bald nach der Punktur einge- 
treten ist (die Reihenfolge ist von oben nach unten durch die 


nach der Punktur zunehmende Zeit vor dem Eintreten des 


Todes bestimmt). Mittels der Zahlenwerte sollte aufgeklärt 
werden, wie lange Zeit vor dem Tode die Stickstoffvermeh- 
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rung anfängt und ob sie vor dem Eintritt der Agonie vor- 
handen ist. 


Tabelle XXVI. 





201 | wenige Streptokokken- + 650 | 0,2260 0,1768 78,2 0,3 
Stunden meningitis 
172 1 Tag | Tuberculosis milia- — 65 0,1164 0,0177 15,2 5,6 
ris universalis 
160 | 2 Tage | Dementia praecox — 10 | 0,0470 0,0027 5,7 | 16,4 
20312 e Cachexia alcoholica | Broncho- 13 | 0,0830 0,0035 4,2 | 22,7 


(Gastroenteritis) | pneumonia 


17812 n Tuberculosis milia- + 42,5 | 0,0324 0,0116 35,8 1,8 
ris universalis 

17113 э Meningitis tuber- + 65 | 0,0351 0,0177 50,0 1,0 
culosa 

149 | 3 » do. 33 | 0,0289 0,0090 31,1 

169 | 3 » Tumor cerebri Gliom 30 | 0,0270 0,0082 30,4 Gei 

164| 5 » Dementia alcohol. + 14 | 0,0234 0,0038 16,2 5,2 

208 |14 e Meningitis tuber- 42,5 | 0,0397 0,0116 29,2 2,4 
culosa 

144 |16 » Dementia arterio- 20 | 0,0344 0,0054 15,7 | (5,4) 

sclerotica 
156 |16 e Septichopyaemia — 8 | 0,0198 0,0022 11,1 8,0 
190 |22 e Dementia arterio- + 20 | 0,0289 | 0,0054 18,7 4,4 


sclerotica іп Alcoh. 

chron. 

Nr. 201 gibt, wie man sieht, keine Aufklärung. Der Tod 
kann aber bei einem so schweren Leiden sehr wohl plötzlich 
durch Lähmung lebenswichtiger Zentren eingetreten sein. Nr.172 
ist dagegen mit Recht hier plaziert, und man erhält dadurch 
eine wahrscheinliche Erklärung darüber, daß die N-Zahlen bei 
diesem Fall so merkbar von den übrigen tuberkulösen Menin- 
giten abgesondert waren. Doch liegt auch hier ein schweres 
meningitisches Leiden vor, wo vielleicht das Unberechenbare 
eintreten könnte. Aus Nr.160 und 203 kann man mit größerer 
Sicherheit Schlüsse ziehen. Bei Nr. 203 fragte ich vor diesen 
Untersuchungen Herrn Dr. Krabbe, von dem ich die Flüssig- 
keit empfing, ob dieselbe wirklich einem Lebenden entstammte. 
Der Charakter ist — wie man sehen wird — ausgesprochen 
postmortell. Der Patient zeigte bei der Einlegung (24. IX.) 
choreatische Bewegungen der Arme und Beine und bekam nach 
und nach ein cyanotisches Aussehen, wahrscheinlich eine Folge 
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der Pneumonie. Die Punktur wurde am 28. IX. vorgenommen, 
und der Tod trat am 30. IX. unter fortwährend steigender 
Unklarheit und Entkräftung ein. Es kann demnach nicht in 
Abrede gestellt werden, daß der Zustand vielleicht schon vor 
der Punktur ein agonales Gepräge hatte, wenngleich dies nicht 
aus dem Journale ersichtlich ist. 

Alles zusammengenommen darf man wohl aus der Ta- 
belle XXVI schließen, daß eine terminale Vermehrung der 
stickstoffhaltigen Stoffe von Nicht-Eiweißcharakter in der Spinal- 
flüssigkeit ca. 48 Stunden vor dem Tode nachweisbar ist, und 
zwar auch, wenn der Zustand nicht mit Sicherheit als ein agonaler 
erkannt worden ist. Vielleicht läßt sich in gewissen Fällen eine 
solche N-Vermehrung schon lange Zeit vorher erkennen (vgl. 
Nr. 218, Tabelle XXII); bei den übrigen Fällen in Tabelle XXVI 
ist dieses nicht möglich gewesen, auch nicht bei Nr. 173, wo 
jedoch wie bei Nr. 201 besondere Ursachen angenommen werden 
können. Zur Klarlegung der Frage genügte das vorliegende 
Material nicht; ich habe dieselbe aber hier erwähnt, weil es 
doch aus diesen Fällen hervorgeht, daß nicht nur Spinal- 
flüssigkeiten, die post mortem entnommen werden, 
sondern auch solche, die einige Tage vor dem Tode 
entnommen werden, mit Vorbehalt zu beurteilen sind, 
wenn die N-Umsetzung erörtert werden soll. 


Wirkungen von Blutzumischung. 


Zwei Spinalflüssigkeiten, die nach einer ca. 8 Tage vorher 
mißlungenen Punktur, wo Blut in der Flüssigkeit auftrat, ent- 
nommen wurden, ergaben folgende Zahlen, denen jedoch kein 
besonderes Interesse beigelegt werden kann: 


Tabelle XXVIL 


Nr. Diagnose 















25—310 
10—145 
15—170 

Die Parenthese bei Nr. 170 enthält die späteren Zahlen, 
nachdem die Wirkungen der Blutzumischung zu der Spinal- 
flüssigkeit als nicht mehr vorhanden angesehen werden konnten. 


0,1157 
0,0529 
0,0600 


72,9 
74,7 
77,0 


0,4 
0,3) 
0,3 
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Der Stickstoff und die Wassermannsche Reaktion. 


Da der Gesamtstickstoff bei der Paralyse in den verschie» 
denen Fällen ziemlich verschiedene Werte aufweist, habe ich 
in der Tabelle XXVIII untersucht, ob zwischen diesen Werten 
und der Stärke der Wassermannschen Reaktion irgendein Zu- 
sammenhang bestehe. 

Die unter dem Strich angeführten Fälle sind in dieser 
Beziehung als einigermaßen unsicher anzusehen. Die 8 Fälle 
über dem Strich sind dagegen, was die Zahlen betrifft, so sicher, 
wie die Methode es zuläßt. Sie sind nach steigenden Gesamt-N- 
Mengen angeordnet, und man sieht, daß die niedrigsten Werte 
den niedrigsten Hemmungsgraden ziemlich gut entsprechen. 
Falls eine größere Versuchsreihe ähnliche Resultate wie Ta- 
belle XXVIII gibt, hat dieses möglicherweise etwas Interesse; 
es braucht aber — in dieser Weise dargestellt — nicht anders 
als zwei parallellaufende Erscheinungen anzudeuten, deren gegen- 
seitiger Kausal-Zusammenhang vielleicht ausgeschlossen ist. 


Tabelle XXVIII. 


— —— 


Total-N 


Nr. —— D Q — 

16 16 50,6 1,0 100 — 
182 21 25,8 | (9) 1 100 (0,6— 35 
183 21 23,9 3,1 100 (0,6—100) 
215 29 38,2 1,6 30 
141 30 46,2 1,1 20 
138 30 27,2 2,7 0 
188 31 37,9 1,6 25 
191 32 59,0 0,7 55 
117 >14 47,2 55 
121 > 24 (63,4) 0 
122 > 29 (52,8) 0 
134 > 98 23,9 0 


Die Werte von Р und Q zeigen scheinbar keine Gesetz- 
mäßigkeit, wenn sie mit der Hämolyse zusammengehalten werden. 


Der Stickstoff und „die Formolreaktion“, 


In ein paar Fällen habe ich geprüft, ob die Fällbarkeit 
durch Trichloressigsäure sich nach der Einwirkung des Formols 
auf die Spinalflüssigkeit geändert hatte. 
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Tabelle ХХІХ. 
S Nach Formol- 
N in 1 ccm einwirkung 
mg mg 






Nr. 140 (Epilepsia) . . ...... 0,259 
Nach Fällung mit CCLCOOR ... 0,114 
Nr. 40 (Dementia paralytica) . . . . 0,551 
Nach Fällung mit CCLCOOH 0,249 


Das Formol scheint demnach auf die Größe der Trichlor- 
essigsäurefällung keine Einwirkung zu haben. 

Aus den Tabellen XXII und XXIII läßt sich auch durch- 
aus kein regelmäßiges Verhältnis zwischen der positiven bzw. 
negativen Formolreaktion und den übrigen in den verschiedenen 
Rubriken angeführten Größen erkennen. 


Die Wassterstoffionenkonzentration der Spinalflüssigkeit. 


In der Literatur findet man nur eine solche Untersuchung 
angeführt, nämlich die von Polänyi vorgenommene. Er findet 
Н = 9,084 . 10-1, wonach Py gleich der Ұазвегвіойіопер- 
exponent (Sörensen) ungefähr gleich 10 wird. Da die Alka- 
lescenz nach Mott nur die Hälfte der des Blutes beträgt, war 
es von Interesse zu untersuchen, wie es sich eigentlich mit der 
Wasserstoffionenkonzentration verhält. 

Da Mott einen Gehalt an freier (bzw. als Bicarbonat ge- 
bundener) CO, von са. 10 Volumen-°/, in der Spinalflüssigkeit 
nachgewiesen hat, dürfte eine Messung der Wasserstoffionen- 
konzentration zweifelsohne mit Schwierigkeiten verbunden sein, 
Vorläufig suchte ich aber nur zu erfahren, welchen ungefähren 
Wert derselben man erwarten dürfte. 

Die elektrometrischen Messungen wurden im Carlsberg- 
Laboratorium von Herrn cand. polyt. Palitzsch mit großem 
Entgegenkommen ausgeführt, wofür ich ihm auch hier meinen 
verbindlichsten Dank ausspreche; es wurde der Hasselbalch- 
sche Apparat angewandt. 

Eine Spinalflüssigkeit (post mortem entnommen) zeigte nach 
Wasserstoffdurchleitung während der Nacht р. = 9,25. Eine 
andere, auch postmortal entnommen, zeigte nach Aufbewahrung 
in einer geschlossenen (zum Viertel gefüllten) Flasche während 
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derselben Zeit р. == 8,46. Nach 6stündiger Wasserstoffdurch- 
leitung stieg die Konzentration auf 9,20 und blieb noch nicht 
konstant. Diese Zunahme muß wahrscheinlich auf das Ent- 
weichen der Kohlensäure zurückgeführt werden. 

Für die colorimetrische Messung scheint das Phenol- 
phthalein als Indicator gut geeignet, und die nach der Sören - 
senschen Methode vorgenommenen colorimetrischen Messungen 
stimmten mit den elektrometrischen befriedigend überein. 

Später habe ich selbst auf dem St. Hans-Hospital einige 
colorimetrische Messungen mit Boratmischungen als Standard- 
flüssigkeiten vorgenommen. 

Es stellte sich dabei ganz richtig heraus, daß р. in sämt- 
lichen Spinalflüssigkeiten bei Aufbewahrung Stunde für Stunde 
in Zunahme begriffen war. 

Es wurde dann aus zwei Patienten je 1 ccm Spinalflüssig- 
keit direkt aus der Punkturnadel genommen, und sowohl den 
Spinalflüssigkeiten (die nicht in andere Gläser gebracht wurden), 
als den Standardflüssigkeiten (in einer Menge von je 1 ccm) 
wurde 1 Tropfen Phenolphthalein zugesetzt, worauf nach leichter 
Umschüttelung abgelesen wurde. Beide Spinalflüssigkeiten er- 
wiesen sich dadurch saurer als die saurerste Boratmischung 
(5,7 Borat -+ НСІ), d.h. р. < 8,10. Nach 3stündigem Stehen- 
lassen waren sie entweder gleich oder ein wenig über 5,7. Die 
Wasserstoffionenkonzentration des Blutes soll ungefähr bei 
Ри == 7,37 liegen (Hasselbalch). Es ist denn wohl nicht wahr- 
scheinlich, daß die Spinalflüssigkeit einen niedrigeren Wert für 
Pa als das Blut aufweisen würde Das Phenolphthalein liegt 
aber für die Anwendung für Spinalflüssigkeiten augenscheinlich 
zu hoch auf der alkalischen Seite, und zur genauen — elek- 
trometrischen — Messung der Wasserstoffionenkonzentration 
muß die von Hasselbalch vorgeschlagene Methodik mit Schüt- 
teln der Flüssigkeit in einer Wasserstoflfatmosphäre in einem 
dazu konstruierten Apparate angewendet werden, indem man 
die Flüssigkeit 1 oder 2mal erneuert. 


Zusammenfassung. 
Roberts und Brandbergs Methode ermöglicht genaue Be- 
stimmungen. Wenn sie in der vom Verfasser angegebenen 
Weise ausgeführt wird, ist der mittlere Fehler ca. 2,7°/,; die 
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Methode verlangt wenig Zeit und Material. Der Gewichts- 
koeffizient kann auf 0,0017 veranschlagt werden. 

Die Ammoniumsulfatprobe kann analog der Roberts- 
Brandbergschen Salpetersäureprobe ausgeführt werden; sie 
hat einen Durchschnittsfehler von ca. 4,8°/, und ist von der 
Nonneschen Phase I wesentlich verschieden. 

Die physiologischen Grenzen der Ammoniumsulfatreaktion 
können vorläufig zwischen О und 2 angesetzt werden, die der 
Salpertersäurereaktion zwischen 6 und 20. 

Bei Dementia paralytica wird mit zunehmenden Eiweiß- 
werten in der Regel ein steigender prozentischer Anteil des Ei- 
weißes durch Ammoniumsulfat in halbgesättigter Lösung gefällt; 
dieses ist bei Tumor cerebri, Lues cerebri und akuten menin- 
gitischen Leiden nicht der Fall. 

Das Eiweiß der Phase I ist in seinen Eigenschaften mit 
dem Serumglobulin, das Eiweiß der Phase II mit dem Serum- 
albumin verwandt. In der Phase I können jedoch auch Sub- 
stanzen vorkommen, die ähnliche Eigenschaften wie die Protein- 
stoffe mit niedrigeren Molekülzahlen besitzen. 

Formol bildet mit den Eiweißstoffen der Spinalflüssigkeit 
und gewissen anderen Eiweißstoffen Verbindungen, welche die 
Reaktionswerte des Am,SO, und der HNO, verändern. Der 
Prozeß hat keinen bestimmten Zeitverlauf und kann als ana- 
log dem bei der Verbindung des Ammoniaks und des Formols 
(in Gegenwart von Aminosäuren) verlaufenden Prozesse, der zur 
Bildung von Hexamethylentetramin führt, angesehen werden. 
Das Phänomen scheint keine klinische Bedeutung zu haben. 

Zur Bestimmung von so kleinen Stickstofimengen, wie die 
in der Spinalflüssigkeit enthaltenen, kann eine Kombination 
der Methoden von Kjeldahl und Neßler angewandt werden. 

Der Eiweißstickstoff — aus dem durch HNO, nachweisbaren 
Anteil des Eiweißes berechnet — beträgt 10 bis 20°/, des 
Gesamtstickstoffs. Eine bedeutende Menge von Reststickstoff 
wird auch nach der Ausfällung des Eiweißes durch Trichlor- 
essigsäure gefunden, so daß alle früher angegebenen Eiweiß- 
prozente, die aus dem Gesamtstickstoff durch Multiplikation 
mit 6,25 berechnet wurden, als falsch angesehen werden müssen. 

Die physiologischen Grenzen des Gesamtstickstoffs der 
Spinalflüssigkeit können vorläufig auf 0,010°/, und 0,025°|, 
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veranschlagt werden. Der Reststickstoff beträgt selten weniger 
als 0,009°/,. 

Bei organischen Leiden des Zentralnervensystems steigt 
mit dem Eiweiß дег Spinalflüssigkeit auch das Verhältnis 
zwischen Eiweißstickstoff und Gesamtstickstoff. Der Reststick- 
stoff wird selten in einer 0,030°/, übersteigenden Menge ge- 
funden (9 < 4). 

Stickstoffbestimmungen gewähren in klinischer Beziehung 
keinen wesentlichen Vorteil gegenüber den Eiweißbestimmungen. 

Ungefähr beim Eintritt der Agonie findet in der Regel 
eine starke Zunahme des Gesamtstickstoffs ohne gleichzeitige 
Vermehrung des Eiweißes statt (О >> 9). Diese Zunahme scheint 
während der Agonie fortzudauern. Post mortem scheint sie 
eine Zeitlang aufzuhören. 

Der Stickstoff und die Formolreaktion scheinen vonein- 
ander unabhängig zu sein. 

Die Wasserstoffionenkonzentration der Spinalflüssigkeit ist 
größer als die dem Werte р. = 8,10 entsprechende. 


Die „spontane“ Schwefelwasserstoffentwicklung der 
Leber und des Eierklars. 


Ein Beitrag zur Kenntnis der Sulfhydrylgruppe. 
Von 


Max Hausmann, St. Gallen. 
(Zingegangen am 26. Oktober 1913.) 


Vorliegende Untersuchungen nahmen ihren Ausgangspunkt 
von den 1902 bis 1903 unter Professor Heffter!) gemachten 
und nachher selbständig fortgesetzten Experimenten über die 
H,S-Entwicklung der Eiweißkörper auf S-Zusatz. Dabei machte 
ich die Wahrnehmung, daß die Leber auch spontan, d.h. 
ohne S-Zusatz unter bestimmten Versuchsbedingungen H,S ab- 
zugeben vermag. Das Studium und die Analyse dieser H,S- 
Abgabe ist die wesentlichste Aufgabe der folgenden Abschnitte. 

Die Versuche erstrecken sich über die Jahre 1906 bis 1913. Ent- 
sprechend der Hauptbeschäftigung des Autors als praktischer Arzt konnten 
sie nur in spärlich bemessener freier Zeit durchgeführt werden. Diese Ent- 
stehungsgeschichte bedingt auch die hier gewählte Form der Darstellung. 

Für die Ausführung der beschriebenen Versuche sind dem Autor 
gütigst das Laboratorium der St. Gallischen Kantonsschule (Professor 
Steiger) und des Medizinalgeschäftes Hausmann zur Verfügung gestellt 
worden. Zu ganz besonderem Dank ist der Verfasser Herrn Professor 
Зріго verpflichtet, der ihm bei zweimaligem kürzerem Aufenthalt in Straß- 
burg jeweils die freundschaftlichste Unterstützung und Förderung zuteil 
werden ließ. | 


І. Die spontane Schwefelwasserstoffabgabe der Leber. 


Magnus Levy?) hat bereits nachgewiesen, daß die der 
Autolyse überlassene Leber geringe nicht durch den Geruch, 


1) Heffter und Hausmann, Über die Wirkung des Schwefels auf 
Eiweißkörper. Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 213, 1904. 
©) Magnus Levy, Über die Säurebildung bei der Autolyse der 


Leber. Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 261, 1902. 
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sondern nur durch das Bleipapier nachweisbare Mengen H,S 
abgibt. Bei meiner Versuchsanordnung (Zusatz von Antisepticis, 
Zimmertemperatur) ist diese H,S-Abgabe nur inkonstant und 
führte maximal innerhalb 2 bis 3 Tagen zur einmaligen Hell- 
braunfärbung des vorgelegten Bleipapiers, häufiger blieb sie 
ganz aus. 

Unvergleichlich größer sind die H,S-Mengen, die bei den 
folgenden Methoden erhalten werden. 


Die für alle diese Versuche gemeinsame Technik ist eine sehr ein- 
fache: Frisch gehackte Kalbsleber (meist 50 g) wird in einen Erlenmeyer- 
Kolben gebracht, mit der einfachen oder häufiger mit der doppelten 
Menge Flüssigkeit versetzt, der je nach Notwendigkeit (s. unten) eine 
antiseptisch wirkende Substanz (Toluol, NaFl 2°/,) zugesetzt wird und 
das Gemisch bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Ein mit Pb-Acetat 
getränkter, meist täglich erneuerter Streifen zeigt die H,S-Entwicklung 
qualitativ an, erlaubt aber auch bei der wechselnden Verfärbung, die 
von einer Spur Hellbraun bis zu Schwarz reicht, eine erste relative quan- 
titative Einschätzung der entwickelten H,S-Mengen. 

Die erste Methode besteht in der Erhitzung der Leber 
auf mindestens 60°. 

Die Leber wurde zum Teil in das angesäuerte mit den antiseptischen 
Zusätzen versehene Wasser von der gewünschten Temperatur eingetragen, 
zum Teil erfolgte die Erhitzung erst nach der Vermengung von Leber 
und Flüssigkeit. War die gewünschte Temperatur erreicht, so wurde 
das Erhitzen zum Teil sofort sistiert, zum Teil das Gemisch nach 5 bis 
15 Minuten bei der gleichen Temperatur erhalten und erst nachträglich 
abgekühlt. 

Eine derartig vorbehandelte Leber entwickelt nun während 
des Stehenlassens bei Zimmertemperatur in den nächsten Tagen 
H,S, für dessen Menge die erreichte Temperatur ausschlaggebend 
ist. Erhitzen auf 40° oder auf 50°, bei welch letzterer Tem- 
peratur die Leber schon grau, coaguliert wurde, führt die nach- 
trägliche H,S-Entwicklung noch nicht herbei. Erst nach Er- 
hitzen auf 60 bis 65° kommt die H,S-Abgabe zur Beobachtung, 
sie ist intensiver bei der auf 75° erhitzten Leber und wird 
bei dem zum Sieden gebrachten Lebergemenge ganz unvergleich- 
lich stärker. Hierbei tritt in Übereinstimmung mit den für 
das Fleisch von Kaltblütlern und für manche Gemüse von Nie- 


mann!) gemachten Angaben die H,S-Entwicklung schon während 


1) Niemann, Über die Abspaltung von Kohlensäure, Mercaptan 
und H,S beim Kochen. Arch. f. Hygiene 19, 126, 1893. 


Spontane H,S-Entwicklung der Leber und des Eierklars. 67 


des Siedens auf, während bei der Verwendung niedriger Tem- 
peraturen die H,S-Abgabe erst nachträglich sich einstellt. Die 
Abgabe von HS hält 3 bis 6 Tage an; sie erreicht ihr Maxi- 
mum am ersten Tage, wobei es zur Hellbraun- (60° Leber) bis 
zur Schwarzfärbung (Siedetemperatur) kommt. In den folgenden 
Tagen nimmt die H,S-Abgabe meist allmählich ab; nur bei 
der gesottenen Leber sinkt die Produktion schon mit dem 
zweiten Tag rasch auf ähnliche Werte, wie sie bis 60 und 70° 
Leber aufweisen. 

Bei Kolieren des Lebergemenges nach vollzogener Erhitzung geben 
Kolatur und Rückstand getrennt H,S nur noch in sehr beschränktem 
Maße und zum Teil nur unter gewissen Versuchebedingungen (Ansäuern, 
Spirituszusatz) ab, die im Laufe der weiteren Darstellung noch erörtert 
werden. 

Die gegebene Beschreibung bezieht sich nur auf frische 
Leber. Überläßt man (unter NaFl-Zusatz) die Leber der Auto- 
Јуве, so verliert sie im Verlauf der zweiten Woche die Fähig- 
keit, nach Erhitzen oder sogar beim Sieden H,S abzugeben. 

Eine zweite nach Handlichkeit und Ausgiebigkeit weit 
günstigere Methode besteht in Zusatz von Spiritus zur ge- 
hackten Leber. Die H,S-Abgabe dauert bei Verwendung von 
frischer Leber durchschnittlich 7 Tage, seltener 10 bis 12, spuren- 
weise Entwicklung wurde einmal bis zum 15. Tage und in zwei 
Fällen noch bei monatelangem Stehenlassen beobachtet. Das 
Maximum der Entwicklung wird meist am Ende des 1. oder 
2. Tages erreicht, hält seltener bis zum 3. Tage an, vom 5. Tage 
an ist die Entwicklung nur noch gering. Die Ausgiebigkeit der 
Leber ist wie bei all diesen Versuchen etwas wechselnd; durch- 
schnittlich kommt es maximal zur Braunschwarzfärbung des 
Pb-Streifens. 

Zugesetzt wurde gewöhnlich konzentrierter Spiritus, und zwar 
2 Teile auf 1 Teil Leber. Bei Verwendung von absolutem Alkohol, von 
70 und 50°/,igem Spiritus erfolgt die H,S-Abgabe in analoger, vielleicht 
etwas abgeschwächter Weise, dagegen tritt bei Zusatz von nur 30°/ ,igem 
Spiritus keine H,S-Abgabe mehr ein. 

Nur frische Leber besitzt diese Fähigkeit; Leber, die vorher 
ca. 8 Tage der Autolyse überlassen wurde, gibt, nunmehr mit 
Spiritus versetzt, nur noch spurenweise oder gar keinen HS 
mehr ab. 

Erhitzt man ein Leberwassergemenge, wie bei der ersten Methode 


beschrieben ist, trennt durch Kolieren und fügt nunmehr zu Kolatur 
5% 
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und Rückstand Spiritus, so geben beide ausgiebiger H,S ab als — in 
Kontrollversuchen — die sich selbst überlassene Kolatur resp. der mit 
neuem Wasser versetzte Leberrückstand. 

Trennt man nach halbstündigem Kontakt Spiritus und Leber durch 
Filtrieren, so entwickelt das Filtrat H,S bis zur Hellbraunfärbung; die 
H,S-Abgabe des mit neuem Spiritus versetzten Rückstandes ist nicht 
merkbar vermindert. Dagegen sinkt nach mehrfachem Auswaschen der 
Leber mit konzentriertem Spiritus oder absolutem Alkohol die H,S-Ab- 
gabe des mit neuem Spiritus versetzten Leberrückstandes auf Spuren 
oder Null. 

Die dritte Methode besteht in Zusatz von Phenol zur 
frischen Leber; sie steht nach Ausgiebigkeit der H,S-Entwick- 
lung hinter der Wirkung des Spiritus zum mindesten nicht 
zurück und bietet in einer später zu erörternden Beziehung 
wesentlichen Vorteil. 


Zugesetzt wurde zum Teil Phenol. liquefact., also eine Lösung von 
10 Teilen Wasser in 90 Teilen Phenol, zum Teil kam in Verwendung ein 
Zusatz von 5 oder 10 Teilen Phenol. liquefact. zu 100 Teilen Wasser, 
was einer 4!/,°/,igen resp. einer gesättigten wässerigen Lösung (8°/,) ent- 
spricht. Der Zusatz all dieser Mischungen zu frischer Leber führt eine 
zeitlich begrenzte H,S-Abgabe herbei. Bei Phenolkonzentrationen von 
(a und 1°/, dagegen wurde keine H,S-Entwicklung beobachtet. 


Die Dauer der Entwicklung ist etwas wechselnd, bei Ver- 
wendung der 41/„ und 8°/ igen Lösung 1 bis 2 Wochen, bei Zu- 
satz des Phenol. liquefact. 2 bis höchstens 7 Tage. Dabei be- 
gegnen wir auch hier dem Maximum der H,S-Entwicklung zu 
Beginn: bei Verwendung von 4!/, und 8°/ iger Lösung kommt 
ев während des 1. bis 3. Tages je zur Braunschwarz- bis Schwarz- 
braunfärbung des Pb-Papieres und nachher zur allmählichen 
Abnahme; auf Zusatz von Phenol. liquefact. dagegen war in 
einem Falle der Streifen schon nach 1 Stunde schwarzbraun, 
nach 24 Stunden tiefschwarz, am 2. Tage aber nur noch hell- 
braun bis braun. 


Koliert man, nach 24stündigem Kontakt von Phenollösung (41/,%/,) 
und frischer Leber, so geben sowohl Kolatur als der mit neuem Phenol- 
wasser versetzte Rückstand HS bis zur Braunschwarzfärbung ab. 


Der Autolyse während 14 Tagen überlassene Leber ist 
nicht mehr befähigt, auf nunmehrigem Phenolzusatz H,S ab- 
zugeben. 

Beim Auffinden all dieser Erscheinungen hatte ursprüng- 
lich die Absicht bestanden, eine Ausschaltung der Ferment- 
wirkung zu erreichen, um den Eiweißkörper, der als Ursache 
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der H,S-Bildung auf S-Zusatz zu betrachten ist, quantitativ 
möglichst unverändert zu erhalten. Jedesmal kam es aber 
dabei zu einer spontanen H,S-Entwicklung, die, ob- 
schon quantitativ verschieden, doch immer durchaus 
der gleichen Natur ist. Bei allen 3 Methoden wird 
eine zeitlich beschränkte H,S-Abgabe beobachtet, mit 
maximalem Anstieg der Abgabe am 1. Tag. Jedesmal 
handelt es sich um eine Eigenschaft, die nur der 
frischen Leber zukommt, nach einiger Zeit Autolyse 
(unter antiseptischem Zusatz) aber verloren geht. 

Es erübrigt wohl ernsthaft zu diskutieren, ob es sich bei dieser 
H,S-Abgabe um eine Fäulniserscheinung gehandelt habe. Dagegen spricht 
der maximale Anstieg gleich zu Anfang, das Versiegen der H,S-Entwick- 
lung zu einer Zeit, wo die S-Vorräte des Eiweißes noch lange nicht er- 
schöpft sind, die für einen Fäulnisprozeß viel zu geringen H,S-Mengen, 
die anfängliche Verwendung von sterilen Gefäßen, die negativ verlaufen- 
den Kontroliversuche und vor allem die Verwendung der so exquisit 
antiseptisch wirkenden Methoden; Kochen, Spiritus- und Phenolzusatz. 

Ев muß sich also bei den gemachten Beobachtungen um eine durch 
die Agenzien ausgelöste Fähigkeit des Lebergewebes selbst handeln. 

Versuchsweise habe ich noch andere chemische Körper der 
Leber zugesetzt, ohne dabei Substanzen von gleicher Wirksam- 
keit zu finden. Die Versuche wurden freilich gemacht, bevor 
der Mechanismus der Alkohol- und Phenolwirkung nur einiger- 
maßen geklärt war, daher ist die Auswahl nicht nach den 
daraus folgenden Prinzipien getroffen. Ich lasse das Verzeich- 
nis der geprüften Körper und ihrer Wirkung kurz folgen. 


Die Zusätze erfolgten nicht in quantitativ festen Verhältnissen. 


Eiweißfällende Mittel. 
Sublimat .. . 2. 2... . . keine H,S-Entwicklung 
Tannin 1°/)........ do. 
Phosphorwolframsäure (10%/,) . 1. Tag hellbraun, 2. Tag hellbraun 
bis braun, 3. Tag Spur 


Oxydierende Mittel. 
Wasserstoffoxyd (0,8°/) . . . keine H,S-Entwicklung 
Kaliumpermanganat . . . . . до. 


Reduzierende Mittel. 
Formol (4°/).... 0... keine H,S-Entwicklung 
Traubenzucker (20%/,) . . . . до. 
Pyrogallol (19/0) . . . . . . leichte Bräunung 
Besorcin (5°) . . . . . .. до. 
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Über die Уегвпоһе mit Zink und Methylenblau, die methodologisch 
wichtiger wurden, soll später gesproohen werden. 


Säuren. 
Phosphorsäure (2 n). . . . . keine H,S-Entwicklung 
Schweflige Säure . x... . do. 
Arsenige Säure . . . . . . . Н,8 bis zur Hellbraunfärbung 
Schwefelsäure (2 п) . . . . . schwache Hellbraunfärbung 
Salpetersäure!) . . . . . . . до. 
Salzsäure (2 oan, . . . ... Braunfärbung 


Wichtiger wurden die Versuche mit Laugen und Salzen. 
Leber, die während 24 Stunden bei Zimmertemperatur mit 
2 n-Natronlauge oder Barythydrat in Kontakt gestanden hat, 
entwickelt auf nachträglichen Salzsäurezusatz sofort H,S bis 
zur Schwarzfärbung. Da diese Verbindungen lockeren Schwefel 
abzuspalten vermögen, ist die Entwicklung nicht weiter über- 
raschend, aber die gleiche Erscheinung zeigt sich auch nach 
Zusatz von Natriumcarbonat (1:5) oder von Bariumchlorid 
(Ansäuern mit H,SO,), denen die Fähigkeit zum Abspalten 
nicht zukommt (в. Abschnitt ПІ). Auch Zusatz von Ferro- 
cyankalium und nachträgliches Ansäuern mit Schwefelsäure 
führt, wieder im Gegensatz zum Verhalten anderer Eiweiß- 
körper, die sofortige H,S-Abgabe herbei. 

Diese Beobachtungen führten mich im Sommer 1907 dazu, 
nach der Existenz einer Sulfhydrylgruppe zu forschen, und 
unter Verwendung der Nitroprussidnatriumreaktion kam auch ich 
dazu, deren Anwesenheit zu erkennen. Wenige Wochen später 
erschien die zweite Arbeit von Heffter?) mit der methodisch 
durchgeführten Untersuchung über die Sulfhydrylgruppe. 


D Bei einer nachträglichen Wiederholung der Versuche mit 2n- 
HNO, und 2 n-HCl unter Innehalten der quantitativen Verhältnisse 
(1 Teil Leber + 2 Teile Säure) habe ich eine fast plötzlich einsetzende 
überraschend große H,S-Entwicklung gesehen. Sie war ganz vom Typus 
der H,S-Abgabe auf Alkohol- und Phenolzusatz, aber dieser nach Quanti- 
tät und Dauer überlegen. Zusatz von verdünnter Säure (1°/, HCl) da- 
gegen führte nur initial zur H,S-Abgabe bis zur Hellbraunfärbung. Die 
Aneäurung, die ich häufig vorgenommen habe, um letzte Reste von Н,8, 
der als Alkalisulfid gebunden sein mochte, zur Anschauung zu bringen, 
war also nicht imstande, den Zyklus der H,S-Entwicklung selbst aus- 
zulösen. 

*) Heffter, Die reduzierenden Bestandteile der Zellen. Med.-natur- 
wies. Arch. I, 1, 81, 1907. 
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П. Abhängigkeit der Schwefelwasserstoffentwicklung 
der Leber von der Sulfhydrylgruppe. 
Die Sulfhydrylgruppe hat sich unterdessen das Bürgerrecht 
erworben und ist bereits durch Thunberg!) Gegenstand eines 
Sammelreferates geworden. Ich beschränke mich daher auf 


einige Bemerkungen, die für die vorliegende Arbeit nötig sind. 

Neben der Nitroprussidnatriumreaktion, die weitaus am vorteil- 
haftesten ist, versuchte ich auch den Nachweis der SH-Gruppe mittels 
der Bleiacetatprobe und dem Fischerschen Reagens. Die Bleiacetatprobe 
ist für die Leberversuche nicht günstig, da die braune Eigenfarbe der 
Leber das sofortige Erkennen eines positiven Ausfalles verhindert. Die 
beim Stehen während 24 Stunden bei Zimmertemperatur auftretende 
Schwarzfärbung kann selbstverständlich nicht mehr auf präexistierende 
SH-Gruppen bezogen werden’). 

Die Fischersche Reaktion?) besteht bekanntlich in der Bildung 
von Methylenblau bei Zusatz von rauchender НС], Eisenchlorid und 
Dimethylparaphenylendiaminsulfat (von Merck bezogen) zum HS In 
einigen Versuchen ist auch diese Probe positiv ausgefallen, doch be- 
dürfen die optimalen Bedingungen ihres Zustandekommens noch eines 
besonderen Studiums; ein Haupthindernis dürfte der Umstand sein, daß 
die gleiche Leber, der hierbei die Methylenblausynthese zugemutet wird, 
auch die Eigenschaft besitzt, das Methylenblau zu entfärben. 

Die Nitroprussidnatriumreaktion (= МРБ) habe ich meist im Re- 
agensglas vorgenommen. Um die Wirkung freier retinierter H,S aus- 
zuschalten, wurde häufig vor Anstellung der Probe ein CO,-Strom durch 
die Mischung geleitet. Zum Leberbrei resp. der zu prüfenden Substanz 
wird eine verdünnte Nitroprussidnatriumlösung®) (NPNa) und hierauf 
tropfenweise 10°/ iges NH, zugesetzt. Eine zu große NH,-Menge ist zu 
vermeiden, da dadurch die Intensität der Reaktion vermindert wird. 
Das NH, habe ich nach Kenntnis der zweiten Heffterschen Arbeit an 
Stelle der ursprünglich verwendeten NaOH treten lassen. Es haben 
mir aber spätere Versuche gezeigt, daß für die mit Spiritus versetzte 
Leber die Verwendung von dünnen Laugen dem NH, vorzuziehen ізё 5). 


1) Thunberg, Die biologische Bedeutung der Sulfhydrylgruppe. 
Ergebn. d. Physiol. 11, 328, 1911. 

*) Bessere Dienste leistet die Reaktion beim Eierklar (в. III.). 

3) Е. Fischer, Ber. d. Deutsch. ohem. Ges. 16, 2234. 

б Die NPNa habe ich durchschnittlich schwächer (schätzungsweise 
1°/,) verwendet als Arnold I („Eine Farbenreaktion von Eiweißkörpern 
mit Nitroprussidnatrium“, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 300, 1911), der 
4 bis 5°/,ige Lösungen empfiehlt. Die Reaktion scheint mir hierbei für 
Grenzfälle etwas empfindlicher zu sein. 

5) Jetzt, wo die Ansicht fest begründet ist, daß der positive Ausfall 
der NPR auf eine Sulfhydrylgruppe und nicht etwa auf Kreatinin 
zu beziehen ist, erscheint eine solche Rückkehr wohl unbedenklich. 
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Hier versagt nämlich die NPR fast oder ganz. Kontrollversuche mit 
verdünnten spirituösen und wässerigen Lösungen von (NH,),S haben 
mir gezeigt, daß in epirituöser Lösung der Sulfhydrylnachweis überhaupt 
weniger empfindlich ist, daß aber unter Verwendung von dünner Lauge 
noch eine Farbenreaktion eintritt, wo der NH,-Zusatz durchaus versagt. 
Andererseits dürfen nur verdünnte Laugen (etwa */,,. NaOH), und nicht 
starke verwendet werden, um eben nicht eine sekundäre Bildung der 
Sulfhydrylgruppe hervorzurufen. 

Mit der Kenntnis der Sulfhydrylgruppe war nun ohne 
weiteres die Annahme gegeben, es handle sich bei. der im 
ersten Abschnitt geschilderten H,S-Entwicklung um die Ab- 
spaltung eben dieser Gruppe. Die experimentellen Kontroll- 
versuche mittels der NPR ergaben folgendes: 

(Die hier gegebenen Mitteilungen beziehen sich auf das Leberflüssig- 
keitsgemenge in toto, sofern nichts Besonderes bemerkt wird. Das Ver- 
halten der Kolatur und des Rückstandes, gesondert untersucht, wird 
später zu erörtern sein.) 

1. Die SH-Gruppe findet sich in jeder frischen Leber und ver- 
schwindet bei deren Autolyse — wie dies Arnold II!) ebenfalls an- 
gibt —, auch wenn es nicht zur H,S-Abgabe gekommen ist, innerhalb 
10 bis 20 Tagen. 

2. Frische Leber gibt nach dem Erhitzen ebenfalls positive NPR; 
die positive Reaktion besteht während der ganzen Zeit der nunmehr 
erfolgenden H,S-Abgabe weiter und überdauert sie, um dann bei weiterem 
Stehen der Leber nach einigen Tagen ebenfalls zu verschwinden. Nur 
bei fortgesetztem Sieden der Leber bis zum Schluß der H,S-Entwicklung 
sistieren H,S-Abgabe und NPR gleichzeitig. Umgekehrt gibt niemals eine 
gekochte Leber, deren NPR im Stehen verschwunden ist, noch weitere 
H,S ab, und auch die Fähigkeit der der Autolyse überlassenen Leber, 
H,S auf nachträgliches Erwärmen zu entwickeln, ist spätestens vom 
Augenblick an erloschen, wo die NPR negativ geworden ist. 

3. Für die mit 95°/,igem Spiritus versetzte Leber ist, wie bereits 
erwähnt, die Kontrolle mittels der NPR erschwert. In den allerersten 
Versuchen mit NaOH erhielt ich noch bis 24 Stunden nach Ansetzen 
der Probe schwach positive Reaktion; in den späteren Versuchen mit 
NH, von Anfang an nicht mehr. Besseren Aufschluß gibt die Ver- 
wendung von 50°/,igem Spiritus. Hier hatte das einfache Abgießen des 
Spiritus vor Ansetzen der Reaktion den Erfolg, die NPR (mit NH,) 
noch 8 Tage lang positiv werden zu lassen, die bei gleichzeitiger An- 
wesenheit des Spiritus schon nach 1 Tag negativ geworden war. Aber 
auch bei diesem Prüfungsmodus hält die H,S-Abgabe länger an, als der 
Nachweis der SH-Gruppe möglich ist. Beim Arbeiten mit 95°/,igem 
Spiritus hat das vorhergehende Abgießen dee Spiritus nicht einmal so 


1) Arnold II, Über den Cysteingehalt der tierischen Organe. Zeit- 
schr, f. physiol. Chem. 70, 814, 1911. 
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viel Erfolg. Läßt man aber vor Anstellen der Reaktion (Toluol-)Wasser 
ı/, Stunde bis 1 Tag auf den Rückstand einwirken, во wird die Reaktion 
positiv. Aber auch dieses Verfahren führte nur 3 Tage lang zum Ziel, 
auch hier überdauert die H,S-Abgabe die nachweisliche Existenz der 
SH-Gruppe. 

Nachdrücklich sei jedoch darauf hingewiesen, daß ungekochte, der 
Autolyse überlassene Leber wie gekochte Leber auf nachträglichen 
Spirituszusatz nur so lange H,S abgibt, als deren wässerige nn 
vor dem Zusatz noch positive NPR zeigen. 


4. Der Spiritusleber gegenüber bietet nun die Phenolleber den 
großen Vorteil, daß Phenolzusatz die NPR nicht hemmt. Bei Verwendung 
von Phenol. liquefact. wird dieses vor Anstellen der Reaktion abgegossen. 
Auf Zusatz von Phenol zu frischer Leber bleibt also die NPR bestehen, 
sie nimmt dann allmählich ab und wird mit oder kurze Zeit nach be- 
endigter H,S-Abgabe ebenfalls negativ. 


Solange eine autolytische Leber noch positive NPR zeigt, gibt sie 
auf Phenolzusatz auch H,S ab, und umgekehrt entwickelt Leber, deren 
NPR auf irgendeine Weise negativ geworden ist, keine H,S mehr. Als 
einzige und dazu höchst unbedeutende Ausnahme sei der Fall zitiert, 
wo eine Probe trotz negativer NPR bei 6monatigem Stehenlassen noch- 
mals H,S bis zur schwächsten Hellbraunfärbung des unteren Streifen- 
randes entwickelte. 

Aus den zitierten Beobachtungen geht hervor, daß jede 
NPR der Leber schließlich negativ wird. Die SH-Gruppe ver- 
schwindet, indes die Leber HS abgibt oder nicht abgibt. Die 
Anwesenheit der SH-Gruppe führt also nicht ohne weiteres zur 
H,S-Abgabe, aber sie ist doch ihre unumgängliche Vorbedingung. 
Dies wird dadurch belegt, daß eine Leber mit negativ ge- 
wordener МРК nicht imstande ist, weiterhin HS ab- 
zugeben. Dabei ist es gleichgültig, ob dieser Verlust der 
SH-Gruppe eingetreten ist unter dem Einfluß der drei genannten 
Agenzien (also bei vorausgegangener H,S-Abgabe) oder beim 
autolytischen Liegenlassen (ohne nennenswerte oder überhaupt 
ohne H,S-Abgabe). 

Hierbei ist die Beweisführung für die autolytische, die ge- 
kochte und die Phenolleber absolut gültig, während die Spiri- 
tusleber eine Ausnahme insofern zu ergeben scheint, als ihre 
H,S-Abgabe die NPR überdauert. Für diese Unstimmigkeit 
dürfen wir nach den gemachten Ausführungen mindestens 2. Т. 
methodische Schwierigkeiten verantwortlich machen. Wie weit 
der vorgeschlagene Ersatz des NH, durch dünne Lauge das 
Resultat zu verbessern vermag, müssen Nachuntersuchungen 
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zeigen. Auf eine weitere Erklärungsmöglichkeit werden wir noch 
im IV. Abschnitt zu sprechen kommen. 

Bevor nun der Mechanismus der H,S-Bildung besprochen 
werden soll, möchte ich im folgenden die bei der Leber gefundenen 
Resultate verallgemeinern und den Zusammenhang vonSH-Gruppe 
und H,S-Abspaltung auch für einen Teil aller jener Eiweiß- 
körper demonstrieren, denen eine Sulfhydrylgruppe zuge- 
sprochen wird. 


III. Das Verhalten der übrigen Eiweißkörper, speziell des 
Eierklars. 


Für die übrigen tierischen Organe verfüge ich nur über 
wenige orientierende Versuche Dabei haben ohne weiteres 
frischer, gehackter Dünndarm, Schweinsniere, Schweinshirn und 
Kalbsmuskel mit Spiritus oder mit Phenol. liquefact. versetzt 
ein positives Resultat ergeben. — Auch mit Hefe habe ich nur 
wenig gearbeitet. Die eine Preßhefe gab im frischen Zustande 
keine NPR; die Reaktion wurde aber nach 2tägigem Liegen 
in 2°/ ‚iger NaFl-Lösung positiv, auch kurzer Kontakt mit 
Kalilauge, längerer mit NH, ließ die Reaktion stark resp. 
schwach (NH,) auftreten. Diese Hefe gab, frisch mit Spiritus 
versetzt, H,S bis zur Schwarzbraunfärbung, auf Zusatz von 
Phenol. liquefact. wurde dagegen kein H,S entwickelt. Eine 
zweite Probe, die von Anfang an prompt auch bei NH,-Zusatz 
positive NPR gezeigt hatte, gab auf Spirituszusatz H,S bis 
zur Braunschwarzfärbung, mit Phenol. liquefact. Hellbraun- 
färbung. 

Anders stellt sich die Sache beim Eierklar, das nach 
Heffter II ebenfas eine SH-Gruppe besitzt. 

Daß Eierklar beim Sieden H,S abgibt, ist schon lange 
bekannt. Rubner?) hat pro 100 р Eierklar eine Abgabe von 
10,7 mg HS gefunden. Bei 6stündigem Erhitzen auf nur 90° 
sinkt diese Menge bereits auf 0,3 mg (Heffter I), und beim 
Erhitzen im Wasserbad während 5 Minuten auf 74° erfolgt 
überhaupt keine H,S-Entwicklung. 

Bei Zusatz von Spiritus oder Phenol ist der Erfolg meist 
durchaus negativ; für den Spirituszusatz macht schon Rubner 


1) Rubner, Niemann, Stagnita, Über den Modus der Н,8- 
Bildung bei Bakterien. Arch. f. Hygiene 16, 53, 1893. 
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(1. с.) die gleiche Angabe. Nur ganz vereinzelt kam es in meinen 
Versuchen zur leichtesten unbedeutenden H,S-Abgabe (Spiritus 
hellbrauner Saum, Phenol Spur). 

Das Eierklar weicht also in seinem Verhalten von den 
angeführten tierischen Organen und der Hefe ab. Es ent- 
wickelt keinen oder nur spurweise HR. 

Nun haben schon frühere Versuche dem Eierklar eine 
besondere Stellung zugewiesen. Man weiß, daß Eierklar auch 
nicht imstande ist, Methylenblau oder Indigoschwefelsäure zu 
entfärben, wieder im Gegensatz zu den tierischen Organen und 
den Hefezellen (Heffter I, S. 220; П, S. 100). Seine reduzie- 
rende Gruppe ist beständig gegen Luftsauerstoff, diejenige der 
anderen Körper nicht (Heffter II, S. 100). 

Heffter, der uns die letztgenannten Unterschiede kennen 
gelehrt hat, nimmt zu ihrer Erklärung eine größere oder ge- 
ringere Beweglichkeit des Wasserstoffatoms der Sulfhydrylgruppe 
an. Durch unsere Versuche werden wir dazu geführt, eine größere 
oder geringere Abspaltbarkeit der ganzen Sulfhydrylgruppe zu 
vermuten. Folgende Versuche scheinen auch diese Annahme zu 
bestätigen: Eierklar, mit Sodalösung oder mit Bariumchlorid- 
lösung oder mit Ferrocyankalium versetzt, gibt im Gegensatz zur 
Leber (vgl. 8. 68 u. ff.) auf nachträgliches Ansäuern keinen H,S 
ab. Eine verschiedene Labilität der SH-Gruppe hat auch schon 
Heffter II (S. 86) für das Cystein gefunden. Er schreibt dort, 
daß das r-Cystein beim Kochen der wässerigen Lösung leicht 
H,S abspaltet, während das l-Cystein längere Zeit gekocht 
werden kann, ohne daß die entweichenden Dämpfe das Blei- 
papier verändern. 

Die doppelte Annahme, daß sowohl die ganze SH-Gruppe 
als ihr H-Atom eine verschiedene Labilität besitzen, scheint 
jedoch von vornherein etwas gezwungen, und ehe wir sie ak- 
zeptieren, müssen wohl noch einmal die Prämissen geprüft 
werden; hier stellt sich die Hauptfrage: Ist der Beweis für 
die Präexistenz der Sulfhydrylgruppe im Eierklar 
überhaupt erbracht? 

Heffter II (S. 94) begründet seine diesbezügliche Be- 
hauptung mit dem positiven Ausfall der NPR, und zwar wie 
folgt: „In einer Ovalbuminlösung ist sie (die NPR) kaum wahr- 
zunehmen; man verfährt am besten so, daß man frisch ko- 
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agulierte Ovalbuminflocken im Reagensglas mit ganz verdünnter 
Nitroprussidnatriumlösung durchschüttelt und dann Ammoniak 
hinzufügt.“ Diese Beobachtung läßt sich jederzeit bestätigen. 
Beim unveränderten Eiweiß habe ich niemals eine irgendwie 
sichere Spur einer Reaktion gesehen. Auch Mörner?) findet 
die Cysteinreaktion des Eierklars negativ, und Arnold I er- 
klärt mit Bestimmtheit, daß das flüssige Eiereiweiß keine NPR 
gibt, sondern nur das hitzekoagulierte oder anderswie behandelte 
Präparat (s. unten). 

Über die Bedeutung dieser Koagulation spricht sich Heffter 
nicht aus. Thunberg (1. с. S. 332) meint dazu: „Zwar kann man 
ja die Frage aufwerfen, ob die so nachgewiesene Sulfhydryl- 
gruppe wirklich präformiert ist, oder ob sie nicht erst bei der 
Koagulation entsteht. Eine andere später zu besprechende 
Reaktion (die Schwefelwasserstoffbildung bei Zusatz von Schwefel), 
welche das Ovalbumin in sicher nicht denaturiertem Zustand 
zeigt, spricht indessen für die Präexistenz der Sulfhydrylgruppe.“ 

Ich glaube nicht, daß der Schluß zwingend ist. Es wird 
von den Autoren übersehen, daß gar kein Grund vorhanden ist, 
der beim unveränderten Eierklar eine negative NPR bedingen 
könnte trotz Anwesenheit der Sulfhydrylgruppe. Mörner (l. с.) 
hat bereits betont, daß durch einen Zusatz zum Eierklar von 


nur ganz wenig Cystein die Flüssigkeit schon purpurrot wurde. 

Der einfache Zusatz von zwei Tropfen ganz verdünnter Schwefel- 
ammoniumlösung genügt auch schon zur Auslösung einer positiven 
Reaktion und zeigt, daß nicht etwa ein optischer Effekt oder irgendeine 
Hemmungswirkung die NPR maskiert. Auch Eierklar, auf das man 
während ca. !/, Stunde 15°/, Kalilauge einwirken läßt, gibt nunmehr 
bei der NPR eine überaus starke schöne Rotfärbung. Ebenso zeigt Eier- 
klar, das während 24 Stunden mit gleichen Teilen °/,, NaOH im Kon- 
takt war, auf NPNa-Zusatz schwache, aber unzweifelhaft positive NPR, 
trotzdem die Flüssigkeit ganz gleich aussieht, wie unverändertes Eierklar. 
Die NPR ist hier natürlich auf Alkalisulfid und nicht etwa auf Cystein 
zu beziehen — im Gegensatz führt Ammoniak auch 30°/, nicht zur Frei- 
legung der SH-Gruppe (ein weiterer Vorteil der NH,-Verwendung bei 
der NPR) — Arnold I gibt des weiteren an, daß die Reaktion nach 
einstündiger Verdauung mit Pepsinsalzsäure positiv wird. , 

Nun kommt der weitere Umstand hinzu, daß umgekehrt 


nicht jedesmal nach Hitzekoagulation die NPR positiv wird. 


1) Mörner, Zur Kenntnis der Bindung des Schwefels in den Protein- 
stoffen. Zeitschr. f. physiol. Chem. 84, 207, 1901/02. 
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Ich habe die Versuche sehr häufig wiederholt unter den verschie- 
densten Modifikationen: Eintropfen in essigsaures Wasser von bestimmter 
Temperatur, Eintropfen ins warme Ölbad, Erhitzen im Reagensglas 
(im Wasserbad) ohne Wasserzusatz, Kochen mit essigsaurem Wasser zu- 
sammen. Die Temperatur wurde zwischen 75 und 100° gehalten, erhitzt 
bis zu eben eintretender Koagulation oder 5 bis 15 Minuten darüber. 
Manchmal tritt die Reaktion schon auf den Zusatz des Nitroprussidnatriums 
allein auf und der nachträgliche tropfenweise Zusatz des NH, steigert 
im besten Falle nur noch deren Intensität. Der Ausfall der Reaktion ist 
aber wie gesagt nicht immer positiv. 


Ich bin außerstande alle Bedingungen hierfür — 
manchmal möchte man an individuelle Schwankungen im Ver- 
halten des Eierklars denken (Alter des Eies?). Heffter spricht 
von Durchschütteln der koagulierten Flocken, analog habe 
ich in einigen Fällen erst nach Umrühren des Koagulums mit 
einem Glasstab die Reaktion erhalten; vielleicht spielt der Grad 
der Hitze eine Rolle oder auch, worauf Spiro mich aufmerk- 
sam machte, die wechselnde Alkalinität des Glases. 


Hierzu folgender Versuch vom 28. VI. 1911: Das Eierklar eines Eies 
wird in ein weites Reagensglas von 2!/, om Durchmesser eingefüllt und 
in das siedende Wasserbad gestellt. Das Wasser des Wasserbades reicht 
auf das gleiche Niveau wie das Eierklar. Da sich die Wände des Reagens- 
glases bald mit einer Eiweißschicht belegen, wird mit dem Glasstab einige- 
male umgerührt, dann läßt man die Koagulation ungestört weiter gehen. 
Nach 5 Minuten Kochen ist die oberste Schicht des Eiweißes im Reagens- 
glas immer noch etwas gallertig; das Niveau des Wasserbades wird nun 
erhöht und 3 Minuten weiter gekocht. Die ganze Masse ist erstarrt; auf 
energisches Klopfen fallen einige wenige ganz undurchsichtige weiße 
Klumpen von etwas gallertiger Konsistenz heraus; ihre МРК ist negativ. 
Nunmehr wird das Glas zertrümmert, die Eiweißstange in Scheiben zer- 
legt und diese Scheiben einzeln auf ihre NPR geprüft. Sie zeigen ein 
verschiedenes Verhalten, die obersten Scheiben geben an ihrer äußersten 
Peripherie positive Reaktion, der ganze Innenkern aber bleibt weiß; da 
gegen zeigen die untersten Scheiben, und besonders das unterste gewölbte 
Ende, bis ins Zentrum hinein diffus schöne Rötung. 

Bei einer Wiederholung desselben Versuches (Kochen 5 Minuten; 
das Niveau des Wasserbades überragt von vornherein das Niveau des 
Eiweißes, die Koagulation ist vollständig) ist zwar das koagulierte Ei- 
weiß durchwegs gerötet (Durchmesser des Reagensglases 2 cm), aber die 
Intensität der Reaktion ist ganz entsprechend dem obigen Versuch deutlich 
abgestuft. Dazu kommt, daß ein analog behandelter Parallelversuch einem 
andern Reagens gegenüber ganz das gleiche Verhalten zeigt: Auf Zusatz 
von Pb aceticum und NH, bleibt die obere Schicht der obersten Scheibe 
ganz weiß im deutlichen Gegensatz zu den bräunlichen übrigen Schnitten; 
und auch Мег ist die Peripherie gegenüber dem Zentrum deutlich dunkler. 
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Die Sulfhydrylbildung erfolgt im günstigen Falle bei saurer wie bei 
alkalischer Reaktion (Zusatz von Leem !/,°/, HO und !/,°/, NaOH zu 
5 союш Eierklar). 

Alle diese Beobachtungen dürften wohl den Schluß genügend 
rechtfertigen, daß das Erhitzen des Eierklars nicht be- 
deutungslos ist, sondern daß eben erst dadurch die 
Sulfhydrylgruppe freigelegt wird. 

Die jüngst veröffentlichte Arbeit von Sörensen und Jürgensen‘!) 
liefert den Beweis, daß bei der Hitzekoagulation des Eiereiweißes wirk- 
lich chemische Umsetzungen stattfinden. Sie schreiben (S. 439): „Aus 
den hier beschriebenen Versuchen geht hervor, daß bei der Wärme eines 
Wasserbades die Ausscheidung der koagulierenden Proteinstoffe einer 
Eiweißlösung oder jedenfalls einiger derselben eine ziemlich beträchtliche 
Zeit erfordert und daher wahrscheinlich mit chemischen Veränderungen 
oder: Umlagerungen innerhalb des Proteinmoleküls verknüpft sein muß.“ 

„Die Versuche zeigen einen großen Unterschied zwischen Serum und 
Eiweißlösung. Dies wird. aber vielleicht eher als ein Unterschied zwischen 
den Umlagerungsgeschwindigkeiten während der Gerinnung aufzufassen 
sein. Daß es bei der Koagulation von Eiweißlösungen sich wirklich um 
einen doppelten Prozeß handelt, und zwar teils um eine Ausfällung 
koagulierter Eiweißkörper und teils um eine Wiederauflösung unter hydro- 
lytischer Spaltung derselben, das konnten wir durch die unten be- 
schriebenen Versuchsreihen leicht nachweisen.“ 


Nicht bloß Hitzekoagulation, sondern auch der Zusatz von 
chemischen Agenzien führt die Umsetzungen herbei, die die 
SH-Gruppe frei werden lassen. Arnold I sah nach Fällung 
durch Säuren, durch Alkohol oder Phosphorwolframsäure die 
NPR positiv werden. Ich kann dieser Liste noch das Phenol 
beifügen. Auch in den ersten Stadien der Pepsinsalzsäure- 
verdauung wird, wie schon erwähnt, die NPR positiv. 

Das Vorhandensein resp. Fehlen der Sulfhydrylgruppe be- 
dingt nun ein verschiedenes Verhalten des koagulierten und des 
genuinen Eierklars verschiedenen Reagenzien gegenüber (bei der 
Bezeichnung koaguliertes Eiweiß ist in Zukunft immer solches 
mit positiver NPR verstanden). Wir haben bereits den ver- 
schiedenen Ausfall der NPR kennen gelernt, ebenso die ver- 
schieden ausfallende Bleiacetatreaktion. Hier sei noch auf die 
Reaktion mit Eisenchlorid hingewiesen: Eierklar mit frei an- 
wesender Sulfhydrylgruppe nimmt auf Zusatz von Eisenchlorid 
einen grauschwarzen Farbenton an, der beim unveränderten 


1) Sörensen und Jürgensen, Über die Hitzekoagulstion der 
Proteine. Diese Zeitschr. 81, 397, 1911. 
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Eierklar ausbleibt. Auch das Verhalten gegenüber Jodaten 
kann herangezogen werden. Heffter sagt darüber: „Jodate 
werden sehr schnell zu Jodiden reduziert, was sich besonders 
bei Anwendung von koaguliertem Eiweiß oder Ovalbumin zeigen 
läßt.“ Die Entstehung der Jodide läßt sich in der Tat unter 
Verwendung rauchender Salpetersäure und Chloroformextraktion 
beim koagulierten Eiweiß sofort nachweisen, beim unveränderten 
Eiweiß dagegen tritt die Reaktion nur allmählich und schwächer 
auf; die Jodide sind hier wohl nur sekundär entstanden da- 
durch, daß unter der Säureeinwirkung die reduzierende SH- 
Gruppe nachträglich noch freigelegt worden ist. 

Wir sind also zur Erkenntnis gekommen, daß im Eierklar 
nicht eine präexistierende SH-Gruppe vorhanden ist, sondern 
nur eine Vorstufe, die sich leicht in die SH-Gruppe überführen 
läßt. Im Gegensatz hierzu ist die SH-Gruppe der tierischen 
Organe als sicher präexistierend aufzufassen. Dementsprechend 
können die eingangs erwähnten Unterschiede zwischen Eierklar 
und Organen auf dem Fehlen resp. Vorhandensein der freien 
SH-Gruppe beruhen. Ist dies der Fall, so werden die Unter- 
schiede verschwinden, wenn wir nicht genuines Eierklar und 
Organe, eondern Eierklar mit positiver NPR und Organe mit- 
einander vergleichen. Die Überlegung erweist sich als richtig: 
Die NPR des koagulierten an der Luft aufbewahrten Eierklars 
verschwindet beim Liegenlassen. 

Koaguliertes Eierklar mit positiver NPR entfärbt sowohl 
Methylenblau als Indigoschwefelsäure. 

Am meisten interessiert uns aber das Verhalten gegenüber 
Alkohol und Phenol. Hier wird das Problem komplizierter; 
zwar gaben gleich die ersten Kontrollversuche ein sehr erfreu- 
liches Resultat: 5 Minuten lang im Reagensglas bei Siede- 
temperatur koaguliertes Eiweiß (5 ccm) gab auf Spirituszusatz 
H,S bis zur Braunschwarzfärbung, bei Zusatz von Phenol (4°/,) 
erfolgte Schwarzfärbung des Bleistreifens bei durchaus negativem 
Verhalten der Kontrollversuche mit genuinem Eierklar. Auch 
Eierklar, bei dem die Freilegung der SH-Gruppe durch Ein- 
wirkung von 5 oder 10°/, HCl während 24 Stunden erfolgt war, 
(im Gegensatz zur Leber findet dabei keine H,S-Entwicklung 
statt), zeigte auf Zusatz von Spiritus oder Phenol nach voraus- 
gegangener Neutralisierung eine leichte H,S-Abgabe. Aber die 
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Resultate sind etwas inkonstant, manchmal erhält man trotz 
sehr schöner NPR-Reaktion auf den Zusatz der Reagenzien 
keine oder nur spurweise H,S-Abgabe. Man kann ja freilich 
daran erinnern, daß die jeweils zur Verwendung gelangten Eier- 
klarmengen viel geringer waren als bei der Leber (5ccm an- 
statt 50 g Leber), daß die NPR des umgewandelten Eierklars 
viel weniger intensiv ist, als die der frischen Leber; aber auch 
unter Berücksichtigung dieser Faktoren hat der wechselnde Aus- 
fall der Reaktion etwas Unbefriedigendes. Nun ist aber zu 
bedenken, daß wir in der Anwesenheit der SH-Gruppe nur die 
Vorbedingung zur H,S-Abgabe erkannt haben, nicht aber das 
den Vorgang unbedingt auslösende Moment, und die Erörte- 
rungen des folgenden Abschnittes werden uns ohne weiteres 
das wechselnde Verhalten verständlich erscheinen lassen. 


ГУ. Der Mechanismus der H,S-Abgabe. 


Bei der Abgabe des H,S muß es sich um eine hydro- 
lytische Abspaltung der SH-Gruppe handeln. In der Leberwasser- 
mischung der autolytischen Leber ist die OH-Konzentration zu 
gering, um eine prompte Wirkung auszuüben, und eine langsame 
Wirkung im Laufe des Liegenlassens kann nicht oder kaum 
zustande kommen, da ein zweiter Prozeß unterdessen die SH- 
Gruppe anderswie vorzeitig zum Verschwinden bringt. Dieser 
zweite Prozeß ist nach allgemeiner Auffassung, der wir uns 
auch anschließen, eine Oxydation, bedingt durch oxydierende 
Fermente oder den Luftsauerstoff. Abspaltung und Oxydation 
konkurrieren also miteinander; bei der Autolyse der Leber über- 
wiegt die Oxydation der SH-Gruppe bei weitem die Abspaltung, 
so daß nur spurweise oder überhaupt kein H,S abgegeben wird, 
unter Anwendung der beschriebenen Methoden kommt der 
Mechanismus der Abspaltung bei herabgesetzter Oxydation (Aus- 
schaltung der Fermente) eher zur Geltung. 


Gelingt es beim autolytischen Präparat die Oxydationsvorgänge 
herabzusetzen, so wird die Abspaltung leichter manifest werden. In der 
Tat gab ein mit einer 1/, cm hohen Toluolschicht bedecktes Leberwasser- 
gemenge HS bis zur Braunschwarzfärbung ab. Physikalische Retention 
bewirkte, daß die Verfärbung erst am 7. Tage zur Beobachtung kam, 
nachdem der Kolben tags zuvor zur Entnahme einer Leberprobe um- 
geschüttelt worden war. Bei einem zweiten Versuch mit Lem hoher 
Überschichtung wurde der Bleistreifen nur hellbraun, d. h. nicht stärker 
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verfärbt als beim Kontrollpräparat ohne Toluolbedeckung, dagegen blieb 
die NPR viel länger positiv. 

Außer durch Oxydation verschwindet bei der Leber ein Teil der 
SH-Gruppe vermutlich auch durch Bindung an im Laufe der Autolyse 
frei werdendes Eisen. 

Die NPR erlaubt es, den Weg zu verfolgen, den die Sulf- 
hydrylgruppe bei der Abspaltung nimmt. Die Rötung der NPR 
gehört anfänglich der Lebersubstanz an, geht dann aber beim 
kräftigen Schütteln oder beim Stehenlassen während eines Tages 
in die Flüssigkeit über. Nach dem Erhitzen ist die NPR der 
Flüssigkeit stark, die des Rückstandes nur schwach, ebenso gibt 
bei der Phenolleber die Kolatur eine sehr starke, der Rückstand 
aber nur nach mehrfachem Schütteln eine leicht positive Reaktion. 

Der Übergang in die Kolatur erfolgt im wesentlichen nicht als 
Alkalisulfid, denn trotz stark positiver NPR bewirkte Säurezusatz zur 
Kolatur der Kochleber nur spurenweise H,S-Abgabe. Andererseits ver- 
mag Zinkfeile, in genügender Menge zugesetzt, die SH-Gruppe an sich zu 
reißen: Die Zeit der positiven NPR wird bei der autolytischen Leber 
unter Zinkzusatz verkürzt und nach einigen Tagen Kontakt gibt das 
schmutziggrau aussehende ausgewaschene Zink auf Säurezusatz reichlich 
H,S ab oder wird, mit Bleiacetat versetzt, schwarz. 

Auch das Methylenblau scheint als Acceptor zu funktionieren. 
Es erfolgen nebeneinander Entfärbung des Methylenblaus und Abgabe 
von H,S. In einem Falle kam es bei zu starker Konzentration des 
Methylenblaus zu keiner erkennbaren Verfärbung, aber auch die HS. 
Abgabe blieb aus; auf Zusatz von Ад. dest. trat dann allmählich Ent- 
färbung unter H,S-Abgabe ein. 

Wir haben im zweiten Abschnitt gesehen, daß die H,S- 
Abgabe nur bei positiver NPR erfolgt. Über die Größe der 
H,S-Abgabe entscheidet aber nicht die Menge der momentan 
nachweisbaren SH-Gruppen (geschätzt nach der Intensität der 
NPR). Vor allem ist auffällig, wie jeweils die Kolatur trotz 
starker NPR verhältnismäßig weniger H,S abgibt als der Rück- 
stand, dessen Gehalt an präexistierenden SH-Gruppen gleich 
nach der Trennung nur gering scheint. Die NPR des Rück- 
standes nimmt dann freilich beim Stehen in neuer Flüssigkeit 


wieder zu. 

Man kann sich vorstellen, daß diese Verstärkung der NPR durch 
Auslaugen noch unverbrauchter SH-Gruppen aus den tieferen Schichten 
der (zerhackten) Leber zustande kommt, zum Teil mag es sich aber auch 
um eine Neubildung von SH-Gruppen aus einer Vorstufe handeln. 
Wir haben ja im vorausgegangenen Abschnitt gesehen, daß Hitzekoagu- 
lation, wie Spiritus- oder Phenolzusatz im Eierklar eine positive NPR 
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auftreten lassen, und es ist wohl nicht gewagt, in der Leber ebenfalls 
eine ähnlich sich umwandelnde Muttersubstanz anzunehmen. 

Die größere Ausgiebigkeit des Rückstandes gegenüber der Kolatur 
bei der H,S-Entwicklung könnte nun auf diese neu entstandenen Gruppen 
zurückgeführt werden. Ziemlich sicher spielen sie auch bei der H,S- 
Abgabe der zum Sieden erhitzten Leber eine Rolle, wenigstens erklärt 
sich so am einfachsten die Beobachtung, daß diese unverhältnismäßig 
mehr H,S abgibt als eine nur auf 75 bis 80° erhitzte Leber. Auch kann 
man sich fragen, ob nicht auch bei der Spiritusleber jener Rest von 
H,S-Abgabe, der noch bei negativer NPR erfolgt, doch zum Teil auf 
solche sekundär frei werdende SH-Gruppen zurückzuführen ist (vergleiche 
auch das Verhalten der Hefe 1). 

Diese Annahme würde sich nicht in Widerspruch stellen mit den 
in Abschnitt II dargestellten Tatsachen. Wenn dort für die Entstehung 
des H,S die Anwesenheit von SH-Gruppen gefordert wurde, so bedeutet 
das nur, daß die Bildung des H,S über die SH-Gruppe geht. Ob diese 
aber primär oder sekundär entstanden ist, erscheint a priori gleichgültig. 
Beim Eierklar freilich ist die Bildung von H,S aus sekundär entstandenen 
SH-Gruppen sehr erschwert oder unmöglich. Gibt doch genuines Eier- 
klar auf Zusatz von Spiritus oder Phenol keinen oder nur spurweise 
H,S ab, trotzdem bei der Ausfällung SH-Gruppen frei werden. Wir 
werden weiter unten die Ursache dieser Erscheinung kennen lernen; wie 
weit diese auch bei der Leber sich geltend macht, kann aber nicht ohne 
weiteres gesagt werden, da hier infolge der Präexistenz von SH-Gruppen 
die Verhältnisse etwas anders liegen. Jedenfalls muß betont werden, 
daß eine Erklärung für das verschiedene Verhalten von Kolatur und 
Rückstand nicht unbedingt an diese Annahme gebunden ist, sondern 
sich aus den folgenden Experimenten zwanglos ergibt. 


Nachstehende Versuche sollen uns den Gang der Abspaltung 
des H,S deuten helfen. Bei dem Mangel an Cystein bin ich 
von Schwefelkaliumlösungen ausgegangen. 

Setzt man Lösungen von Schwefelkalium (puriss, von 
Merck bezogen) in Konzentrationen von !/,°/, oder 19/0 
oder */,°/., zu den doppelten Mengen von Spiritus conc. resp. 
4 oder 8 oder 90%, Phenol, so beobachtet man folgende 
Vorgänge: In den mit Phenol versetzten Gefäßen wird das 
Bleipapier unvergleichlich rascher dunkel gefärbt als es die 
Schwefelkaliumlösung allein macht. Beim Spirituspräparat scheint 
sich umgekehrt anfänglich eine Hemmung geltend zu machen. 
Vergleicht man aber nach 1 Tag Stehenlassen, so sind das 
Bleipapier des Phenol- und des Kontrollpräparates gleich stark 
gefärbt, das Spirituspräparat scheint im Gegenteil etwas inten- 
siver. An den Phenolpräparaten, besonders stark beim Phenol. 
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liquefact., ist aber eine weitere Veränderung eingetreten, eine 
Grünschwarzfärbung, die an Schwefelleber deutlich erinnert. 
Versetzt man diese Lösungen mit verdünnter Salzsäure, so tritt 
unter Verschwinden der dunklen Farbe eine milchige Trübung 
auf unter gleichzeitiger Abgabe von H, S. In den Fällen stärkster 
Konzentration kommt es beim Stehenlassen zur Bildung eines 
eigentlichen schwefelgelben Depots. Man darf also ohne wei- 
teres die Bildung von Polysulfiden unter Einfluß des Phenols 
auf K,S-Lösungen in verschiedenen Konzentrationen annehmen. 
Die Spiritusversuche ergeben nicht einen so eklatanten Ausfall, 
doch habe ich auch hier in einem Fall Cl, Hl Lösung) — bei 
vergleichsweise verminderter H,S-Abgabe — das Auftreten einer 
leichten Trübung nach Salzsäurezusatz gesehen, während das 
Kontrollpräparat völlig klar blieb. Die Bildung von Polysul- 
fiden ist hier vielleicht zum Teil auch nur ein intermediärer 
Vorgang; daß aber überhaupt Umsetzungen stattfinden, scheint 
mir mit Wahrscheinlichkeit aus dem Versuch S. 82 hervor- 
zugehen. 

Nimmt man die gleichen Versuche unter Zusatz von Eier- 
klar vor (z. В. 10 ccm Eierklar + 10 com K,S [!/„°/„] + 20 ccm 
Spiritus oder Phenol. liquefact), so sind die Erscheinungen 
ähnlich. Die H,S-Abgabe des mit Eierklar versetzten Spiritus- 
präparates übertrifft aber diejenige der bloßen Spiritus-Schwefel- 
kaliummischung, und bei den Phenolpräparaten ist — nach 
dem auf Säurezusatz ausgeschiedenen Schwefel zu schließen — 
die Polysulfidbildung noch größer (ausgedehnter schwefelgelber 
Belag unter dem Eiweißkuchen). 

In weiteren Versuchsreihen habe ich das Eierklar mit 
Polysulfiden versetzt. Zur Verwendung kamen 10°/,ige Lösungen 
von Kalium sulfuratum der Pharmacopoea helvetica IV, also 
eine Mischung von Thiosulfat + K,S,, ferner 10°/ ige Natrium- 
thiosulfatlösung. Kal. sulfurat. reagiert ausgesprochen alkalisch, 
Natriumthiosulfat neutral; die NPR ist Null; sie geben allein 
keinen oder nur spurweise H,S ab. Versetzt man diese Lö- 
sungen mit Spiritus oder Phenol, so ist die H,S-Entwicklung 
Null, höchst selten einmal Spur, ebenso ergibt der Zusatz dieser 
Polysulfide zum Eierklar keine H,S-Abgabe. In Kontrollver- 
suchen wurde weiter bestätigt, daß das verwendete Eierklar 
auf Spiritus- oder Phenolzusatz gar keinen oder selten Spuren 
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von H,S entwickeln. Setzt man aber zu gleichen Teilen (10 ccm) 
Eierklar und 10°/,ige Polysulfidlösung zwei Teile unserer Agen- 
zien, so beobachtet man, langsam einsetzend, eine H,S-Abgabe, 
die bei Spirituszusatz mindestens zur Hellbraun- bis Braun-, bei 
Verwendung des Phenols zur Braun- bis Braunschwarzfärbung 
führt. Ich finde aber auch für die Spiritusversuche H,S-Ent- 
wicklung bis zur Schwarzfärbung verzeichnet. Jedenfalls ent- 
wickelt Eierklar mit Polysulfiden vermischt auf Spiritus- oder 
Phenolzusatz regelmäßig beträchtliche Mengen H,S. 

Das Arbeiten mit 8°/,iger Phenollösung erscheint vorteilhafter als 
die Verwendung des Phenol. liquefacot. Letzteres verwandelt die oberfläch- 
lichen Eierklarschichten in einen lederartigen gallertigen Überzug, der 
die Reaktionsfähigkeit offenbar sehr herabsetzt und so das einzige ne- 
gative Resultat verursacht hat. 

Im Ausfall der Reaktion macht sich meist ein deutlicher 
Unterschied geltend, je nachdem man die Reihenfolge der Zu- 
sätze variiert. Fällt man zuerst das Eierklar durch Spiritus 
oder Phenol, und fügt erst nachträglich die Polysulfidlösung 
hinzu, so wird die H,S-Entwicklung meist bedeutend geringer, 
als wenn Spiritus oder Phenol erst zum Schluß, d. h. nach vor- 
ausgegangener Vermengung des Eierklars mit den Polysulfiden 
zugesetzt werden. Besonders bei Phenolzusatz ergaben sich 
hierbei die auffälligsten Unterschiede Man darf daraus wohl 
den — auch sonst naheliegenden — Schluß ziehen, daß die 
bei der Koagulation vorgehenden chemischen Veränderungen 
die Entwicklung des HS hervorrufen. Daß aber nicht jede 
beliebige Koagulation diese Auslösung bewirkt, zeigt ein wei- 
terer Versuch, der auch dadurch an Interesse gewinnt, daß 
hierbei nicht fertig bezogene Polysulfide verwendet wurden, 
sondern die durch Einwirkung des Phenols und des Spiri- 
tus auf die Schwefelkaliumlösungen selbst erzeugten Verbin- 
dungen. 

Folgendes war die Versuchsanordnung: Je 20 ccm Ад. dest., Spiri- 
tus conc., 89%, Phenol und Phenol. liquefaot. wurden mit 1 ccm einer 
frisch bereiteten 1°/,igen Schwefelkaliumlösung versetzt und während 
4 Tagen stehen gelassen, d. h. bis zum völligen Sistieren der H,S-Ent- 
wicklung; die NPR aller Proben ist negativ. Zu einer Serie dieser 


Mischungen wird nun Eierklar zugesetzt, das Resultat ist nach 24 Stunden 
folgendes: 
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Eierklar H,S- 
сот Entwicklung 








1. Probe 20 ccm Ад. dest. + 1 com ak K,S| +201) | Spur schwarz 
2. Probe 20 ccm Spirit. cono. + + 201) | braunschwarz, 
| unvergleichlich 

größer als 1. 

8. Probe 20 com 8%, Phenol. до. tiefschwarz 
4. Probe 20 ccm Phenol. liquef. do. braunschwarz 


Zu der ganz gleich behandelten Parallelserie erfolgte Zu- 
satz nicht von Eierklar, sondern von Blutserum (Rinderblut, 
vor 3 Tagen abgefangen und der Gerinnung überlassen). Trotz 
Eintreten der Koagulation kam es aber in keiner Mischung 
(2 bis 4) auch nur zur spurenweisen H,S-Abgabe. Die NPR 
der Blutserumcoagula war Null, die des Eierklars positiv. 

Aus diesen Elementen heraus dürfen wir eine Deutung 
der bei der Leber beobachteten Erscheinungen wagen. Dar- 
nach ist die H,S-Entwicklung der Leber auf Spiritus- oder 
Phenolzusatz die Resultante zweier Vorgänge: 

1. Durch die Einwirkung unserer Agenzien erfolgt 
eine Kondensation der SH-Gruppen zu Polysulfiden. 

2. Bei der gleichzeitig durch diese Agenzien ein- 
geleiteten Koagulation wird aus dem Eiweiß-Poly- 
sulfidgemisch H,S frei. 

Ob auch bei der H,S-Abspaltung unter Wärmeeinwirkung 
dieser doppelte Prozeß sich abspielt, kann ich nicht sagen. 
Der Umstand, daß beim Kochen des Cystins nur ein Teil des 
Schwefels als H,S sich abspalten läßt, legt aber ohne weiteres 
die Vermutung nahe, daß auch hier neben der Abspaltung 
Kondensationsvorgänge stattfinden. 

Die chemisch genauere Präzisierung all dieser Vorgänge, 
die vor allem vom Cystein wird ausgehen müssen, soll kompe- 
tenteren Forschern überlassen werden, hier will ich nur noch 
darauf hinweisen, daß die gefundenen Verhältnisse vollständig 
genügen, um die wechselnde häufig negative Fähigkeit zur 
H,S-Abgabe von Eierklar mit positiver NPR zu erklären: Die 
Koagulation, die uns die SH-Gruppe freigelegt hat, ist gleich- 
sam zu früh erfolgt, und die intermediären Prozesse, die während 
der Koagulation selbst aus dem Eiweiß-Polysulfidgemisch den 


1) Irrtümlich statt 10 cem. 


86 М. Hausmann: 


H,S abzuspalten vermögen, sind schon abgelaufen, wenn es zur 
Polysulfidbildung gekommen ist. Aus dem gleichen Grunde 
gibt auch das genuine Eierklar trotz der sekundären Entstehung 


von Sulfhydrylgruppen keinen oder nur spurweise H,S ab. 

Unter diesen Umständen muß die H,S-Abgabe verbessert werden, 
wenn wir dem denaturierten Eierklar mit positiver NPR noch genuines 
hinzufügen, еһе der Spiritus- oder Phenolzusatz erfolgt. Hier ein diee- 
bezüglicher Versuch: 100 ccm Eierklar werden mit 10 ccm 4°/,iger НС] 
-+ Pepsin der Verdauung im Brutschrank überlassen. Am folgenden Tage 
ist die NPR schwach +, Kongo Null; darauf neuer Zusatz von 10 com 
4°/,ige HCl. Tags darauf NPR schön positiv. Das Eierklar ist ausge- 
flockt, löst sich aber teilweise auf Wasserzusatz. Kongo schwach -+, 
Zusatz von ®/,, NaOH bis Kongo Null, Lackmus schwach sauer. 15 оош 
der jetzigen Lösung entsprechen 10 ccm ursprünglichem Eierklar. Nun- 
mehr werden mit frischem, leicht alkalischem Eierklar folgende Mischun- 
gen dargestellt und der übliche Zusatz gemacht. Die H,S-Ablesung er- 
folgt nach 3 Tagen (nach Zusatz von је 6 com 4°/, НСІ, um die Re- 
aktion aller Mischungen sauer zu machen. 


A. 40 com Spiritus zugesetzt. 











20 ccm genuines Eierklar . . . 
10 ccm do. + 15 com Eierklar 
(NPR +) 


höchstens Spur 







hellbraun mit 
braunem Saum 


Null 


gemischt 







30 оош Eierklar 


(NPR +) 







locker, klein- 
flockig 


В. 40 com 8°/,iges Phenol zugesetzt. 


| | HS | Koagulum 
















hellbraun mit 
braunem Saum 






20 com genuines Eierklar. . . 


kompakt 













2 | 10 eem do. + 15 ccm Eierklar 
(NPR +) hellbraun bis gemischt 
braun deutlich 
größer als I 
3 30 ccm Eierklar 
(МРЕ +) Spur braun | fein, fast pul- 
verig 


Da das Kontrollpräparat Eierklar war, das selbst schwach positive 
H,S-Abgabe zeigte, ist der Ausschlag beim Phenolzusatz weniger auf- 
fällig als er sein könnte, doch ist der Unterschied eindeutig. Besonders 
lebrreich und für die Bedeutung der Koagulation sprechend ist das Ver- 
halten von II und III. Vermutlich lassen sich unter Berücksichtigung 
der Reaktion und der Mengenverhältnisse die Resultate noch verbessern. 
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V. Vergleich mit der Schwefelwasserstoffabgabe bei 
S-Zusatz. 
Schlußbetrachtungen. 


Wenn sich auch die bisherigen Untersuchungen in einem 
engen Kreise bewegten, dürften sie doch Elemente in sich 
schließen, die in anderer Richtung nutzbringende Fragestellung 
und Anregung bringen. Es sei mir gestattet, darauf kurz 
hinzuweisen und, da die Veröffentlichung einen vorläufigen Ab- 
schied von diesem Thema bedeutet, auch einige Schlußfolge- 
rungen auszusprechen, für die ich den Beweis schuldig bleiben 
muß. 

In erster Linie drängt sich die Frage auf: Wie verhält 
sich die hier geschilderte spontane H,S-Abgabe zu 
der unter S-Einwirkung erfolgenden? Die vorliegende 
Arbeit ist ursprünglich von Versuchen über diese Art der H,S- 
Entwicklung ausgegangen, und so verfüge ich über eine ziem- 
lich große Menge diesbezüglicher Experimente, die ich aber 
nicht genauer wiedergeben werde. Es geht aus diesen Ver- 
suchen des deutlichsten hervor, daß H,S-Abgabe mit oder ohne 
S-Zusatz durchaus ähnliche Vorgänge sind, ähnlich durch den 
begrenzten zyklischen Verlauf, ähnlich dadurch, daß nach 
längerer Zeit Autolyse die H,S-Bildung nicht mehr auszulösen 
ist. Nur erweist sich die H,S-Bildung bei S-Zusatz überall 
quantitativ gesteigert und von längerer Ablaufsdauer, sei es, 
daß der S-Zusatz zur unveränderten oder zur gekochten resp. 
mit Spiritus oder Phenol versetzten Leber erfolgt. 

Heffter hat bekanntlich den Mechanismus der H, S- 
Bildung bei S-Zusatz auf die Verbindung des H der Sulfhydryl- 
gruppe mit dem zugesetzten Schwefel zurückgeführt. 

Die Hefftersche Beweisführung gründet sich auf zwei 
Momente: 1. das Cystein ist imstande, all die Reduktionspro- 
zesse der Organe ebenfalls auszuführen, 2. in den reduzieren- 
den Organen und Eiweißkörpern findet sich eine Sulfhydryl- 
gruppe. 

Ich habe nun in der in Abschnitt II geschilderten Weise 
auch bei der mit Schwefel versetzten Leber nachgeprüft, wie 
weit positive NPR und S-Abgabe parallel gehen, und konnte 
für die frische Leber eine gute Übereinstimmung konstatieren; 
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bei der Kochleber wie bei der Phenolleber dagegen überdauerte 
die H,S-Abgabe die NPR meist um einige Tage. Außerdem 
erlischt die Fähigkeit der der Autolyse überlassenen Leber auf 
nachträglichen S-Zusatz H,S zu entwickeln, nicht genau mit 
dem Negativwerden der NPR, fand ich doch wiederholt auto- 
lytische Leber mit negativer МРК noch zur geringen H,S-Ab- 
gabe befähigt. Alle diese Beobachtungen können noch mit den 
Heffterschen Ansichten in Einklang gebracht werden. Auch 
die МРК hat ihre Empfindlichkeitsgrenze, und es ist denkbar, 
daß unter der energischeren S-Einwirkung noch eine H,S- 
Bildung durch Sulfhydrylgruppen ausgelöst wird, die dem Nach- 
weis mittels der NPR entgehen. Schwerer wiegend aber sind 
die in Abschnitt III gemachten Erörterungen, wonach wir ge- 
zwungen sind, dem genuinen Eierklar eine präexistierende 
SH-Gruppe überhaupt abzusprechen, und doch entwickelt 
dieses Eierklar ohne weitere Denaturierung auf S-Zusatz reich- 
lich H,S. 

Wenn aber für die H,S-Entwicklung auf S-Zusatz nicht 
die präexistierende SH-Gruppe nötig ist, so muß doch ohne 
weiteres ihrer im Eierklar vorhandenen Vorstufe die ausschlag- 
gebende Rolle dabei zuerkannt werden. Schon der Parallelis- 
mus in der H,S-Entwicklung mit und ohne S-Zusatz legt die 
Vermutung nahe; im gleichen Sinn kann die Tatsache ange- 
führt werden, daß Eierklar, das bis zur Erschöpfung der H,S- 
Abgabe gekocht worden ist, auf nunmehrigen Schwefelzusatz 
keinen H,S mehr entwickelt. Und wenn Heffter selbst (II, 
S. 94) weiterhin findet, daß Eierklar nach Erschöpfung der 
H,S-Abgabe auf S-Zusatz, beim nachträglichen Koagulieren 
keine NPR mehr gibt, so spricht das ebenfalls für die Be- 
deutung der gleichen Gruppe. 

Es ist aber klar, daß unter diesen Umständen das Wesen 
der H,S-Abgabe auf S-Zusatz durch die Hefftersche Hypo- 
these nicht mehr vollständig gedeutet wird. Die Rolle des 
zugefügten S kann nicht damit erschöpft sein, rein additionell 
H-Atome sich anzugliedern, wenn dem genuinen Eierklar die 
SH-Gruppe überhaupt fehlt. Die Vermutung liegt nun am 
nächsten, der Schwefel führe zuerst im genuinen Eierklar die 
Muttersubstanz in die SH-Gruppe über; die Heffterschen Um- 
setzungen würden dann nur den 2. Akt des ganzen Prozesses 
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darstellen. Man sucht freilich in dem unter der S-Einwirkung 
stehenden Eierklar nach sorgfältigem Austreiben des noch reti- 
nierten H,S durch den CO,-Strom vergeblich nach einer posi- 
tiven NPR, aber die doppelte Umsetzung könnte eben eine 
fast momentane, der experimentellen Kontrolle sich entziehende 
sein. Hier erhebt sich aber ein anderes Bedenken. Wir haben 
bisher die Natur der Vorstufe der SH-Gruppe unerörtert ge- 
lassen und können auch jetzt keinen Beitrag zur Klärung der 
Frage liefen. Nun ergibt sich ohne weiteres, daß die vorher 
angedeutete Erweiterung der Heffterschen Hypothese nur 
dann einige Wahrscheinlichkeit besitzt, wenn diese Vorstufe 
kein Disulfid ist. Denn ist sie ein Disulfid, so würde die 
S-Wirkung in dem Überführen des Disulfids in die Sulfhydryl- 
gruppe und der sekundären Oxydation dieser Sulfhydrylgruppe 
wiederum zum Disulfid bestehen; wir hätten es also mit einem 
Kreisprozeß zu tun, der nur durch die Erschöpfung des zu- 
gefügten Schwefels sein Ende finden würde. Nun erweist sich 
aber die H,S-Bildung in weitem Maße von der Menge des zu- 
gefügten Schwefels unabhängig, hört jedenfalls lange vor Er- 
schöpfung des S-Vorrates auf. Ist also die Vorstufe ein Di- 
sulfid, so werden wir auch nach einem anderen Mechanismus 
der Entstehung des H,S suchen müssen, und hier liegt es am 
nächsten, in Analogie mit der in Abschnitt IV gegebenen Dar- 
stellung an Polysulfidbildungsvorgängen unter dem Einfluß des 
beigegebenen S zu denken. Ich spreche diese Vermutung 
lediglich als Arbeitshypothese aus und möchte zur weitern 
Vertiefung des offenbar kompliziert liegenden Problems ange- 
regt haben. 

Auch nach anderen Richtungen bietet unser Thema Inter- 
eese; handelt es sich doch überall um die Möglichkeit, Einblick 
zu gewinnen in die Beziehungen und Wechselwirkungen zwischen 
„Außenwelt“ und Protoplasma. Es ist uns z. В. ein neuer 
Weg gewiesen für das Verständnis der Giftwirkungen von 
Alkohol und Phenol Die Abspaltung der SH-Gruppe zu ver- 
folgen, scheint mir aber vor allem verlockend bei Studien über 
das Verhalten des Methylenblaus und und über die Bildung 
der gepaarten Schwefelsäuren. 

Die Entfärbung des Methylenblaus dient bekanntlich seit 
Ehrlich als Maßstab für die Oxydationsfähigkeit der Gewebe; 
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nun wird aber von den neueren Autoren [Herter?), Straßner?)] 
betont, daß bei der Umwandlung des Methylenblaus zwei Pro- 
zesse stattfinden; der eine führt zur Entstehung einer an der 
Luft sich leicht wieder oxydierenden Leukoverbindung, der 
zweite erzeugt eine erst durch Kochen mit НС] wieder resti- 
tuierbare farblose Verbindung. In unseren Versuchen sahen 
wir wie Entfärbung unter gleichzeitiger H,S-Abgabe stattfindet, 
und es wird die Frage weiter zu verfolgen sein, ob ev. diese 
Umsetzung die Entstehung der zweiterwähnten stabileren Ver- 
bindung bedinge. 

Für die Entstehung der gepaarten Schwefelsäuren ist es 
seit Tauber?) ausgemacht, daß nicht das Schwefelsäureradikal 
als solches, sondern eine niedrigere Oxydationsstufe des Ei- 
weißschwefels sich an das Scatol, Indol usw. angliedere. 
Schon 1894 hat Lang‘) den Gedanken ausgesprochen, daß 
die Sulfhydrierung bei der Bildung der gepaarten Schwefel- 
säure eine Rolle spiele, indem zuerst die Anlagerung der SH- 
Gruppe an das Phenol, dann erst die Oxydation zur SO,H- 
Gruppe erfolge. Die Fähigkeit des lockern Schwefels zum Ein- 
gehen von Synthesen ist seither vor allem für die Umwand- 
lung der Blausäure in Rhodansäure studiert worden [Pascheles°), 
Lang II®) usw... (Manche der dabei gefundenen Tatsachen 
werden auch durch die hier mitgeteilten Beobachtungen neue 
Aufklärung erfahren) Es dürfte nun die Zeit gekommen sein, 
wo auch die Vermutung Langs betreffend die Bildung ge- 
paarter Schwefelsäuren einer aussichtsreichen experimentellen 
Nachprüfung unterworfen werden kann: Wir habem die SH- 
Gruppe genauer kennen gelernt und sahen ihre Abspaltung 
unter Einwirkung von Hydroxylgruppen. Wenn wir nun be- 


1) Herter, Über die Anwendung reduzierbarer Stoffe usw. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 42, 493, 1904. 

*) Straßner, Die reduzierenden Wirkungen der Gewebe. Diese 
Zeitschr. 29, 295, 1910. 

з) Tauber, Über Entgiftungstherapie. Arch. f. experim. Pathol. 
u. Pbarmakol. 86, 197, 1895. 

4) Lang, Über die Umwandlung des Aoetonitrils usw. Arch. f. 
experim. Pathol. u. Pharmakol. 84, 247, 1894. 

5) Pascheles, Versuche über die Umwandlung der Cyanverbin- 
dungen im Tierkörper. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 34, 
281, 1894. 

6) Lang, Studien über Entgiftungstherapie. Arch. f. experim. 
Pathol. u. Pharmakol. 86, 75, 1895. 


Spontane H,S-Entwicklung der Leber und des Eierklars. 91 


denken, daß die die Synthese eingehenden Körper zuerst eben- 
falls hydroxyliert werden müssen, daß für einen Körper, das 
Phenol, sowohl die Paarung wie die H,S-Abspaltung bereits 
nachgewiesen ist, scheint die Wahrscheinlichkeit der Langschen 
Hypothese uns fast zur Gewißheit zu werden, und nur der ge- 
nauere Mechanismus der Angliederung wird noch zu erforschen 
sein. Dabei können mit Erfolg die Beobachtungen von баёо!) 
herangezogen werden, der die Bildung von Ätherschwefelsäuren 
durch Zuführung von Cystin und kolloidalem Schwefel ge- 
steigert fand. 


Zusammenfassung. 


I. Frische, gehackte Kalbsleber gibt nach Erhitzen auf 
mindestens 60° oder bei Spiritus- (50 bis 100°/,) oder Phenol- 
(4 bis 90°/,) Zusatz während einigen Tagen „spontan“ Schwefel- 
wasserstoff' ab. Beim autolytischen Liegenlassen der Leber 
geht diese Fähigkeit zur H,S-Abgabe verloren. 

П. Die H,S-Abgabe ist abhängig von der in der Leber 
mit der Nitroprussidnatriumreaktion nachweisbaren Sulfhydryl- 
gruppe und läßt sich nur so lange hervorrufen, als solche SH- 
Gruppen vorhanden sind. 

ПІ. Andere tierische Organe und Hefe geben bei den 
gleichen Eingriffen ebenfalls H,S ab. Genuines Eierklar ver- 
hält sich schon aus dem Grunde negativ, weil es unverändert 
überhaupt keine präexistierende Sulfhydrylgruppe besitzt. 

IV. Der Mechanismus der spontanen H,S-Ausgabe scheint 
auf folgenden zwei Umsetzungen zu beruhen: 

a) Schwefelkaliumlösungen bilden besonders auf Phenol- 
zusatz Polysulfide. 

b) Eierklar mit Polysulfiden versetzt gibt bei der unter 
Spiritus- oder Phenoleinwirkung erfolgenden Koagulation H,S ab. 

V. Da dem Eierklar eine präexistierende SH-Gruppe fehlt, 
erklärt die Hefftersche Hypothese von der H,S-Entwicklung 
auf Schwefelzusatz das Wesen des Prozesses nicht vollständig. 


1) Sato, Über die Ätherschwefelsäuren im Organismus. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 68, 378, 1909. 


Über den Einfluß der Leukocyten auf hämolytische 
Substanzen. 


Von 


W. Meyerstein und Е. Allenbach. 
(Aus der Medizinischen Universitäteklinik zu Straßburg i. E.) 
(Eingegangen am 26. Oktober 1913.) 


In einer größeren Reihe von Untersuchungen wurde von 
uns die Resistenz der Erythrocyten bei verschiedenen Krankheiten 
gegenüber einer Anzahl von hämolytischen Substanzen geprüft 
und mit ihrem Verhalten in hypotonischen Salzlösungen ver- 
glichen. Bei diesen Untersuchungen, auf die sonst hier nicht 
weiter eingegangen werden soll, erhielten wir für die myeloide 
Leukämie, und zwar in gleicher Weise bei den drei untersuchten 
Fällen dieser Art, ein recht auffälliges Resultat. Wir wurden 
dadurch zu einer besonderen Versuchsserie veranlaßt, über die 
im folgenden berichtet werden soll. Zunächst aber geben wir 
in Tabelle I den Typus des Resultates bei einem Fall von 
Leukämie und fügen in Tabelle II zum Vergleich das Ergebnis 
der Untersuchung bei einem normalen Individuum hinzu. 


Über die Versuchstechnik seien folgende Einzelheiten erwähnt. 
Das Blut wurde sofort nach der Entnahme durch Schütteln mit Glas- 
perlen defibriniert, durch Gaze filtriert und dreimal gewaschen. Da nach 
den Untersuchungen von Snapper?) beim Waschen mit physiologischer 
Kochsalzlösung durch Störung des osmotischen Gleichgewichts der Erythro- 
cyten ihre Resistenz gegen hypotonische Salzlösungen verringert wird, so 
benutzten wir bei den Versuchen mit solchen nach seiner Angabe als 
Waschflüssigkeit eine Lösung von 0,9°/, NaCl, der noch 0,1°/, CaCl, zu- 
gesetzt war. Für die Versuche mit hämolytischen Substanzen konnten 
wir jedoch diese Lösung nicht verwenden, weil sich dann eine sehr 
starke Beeinträchtigung der Seifenhämolyse ergab, die offenbar auf den 


1) Snapper, diese Zeitschr. 48, 266, 1912. 
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Kalkgehalt und die dadurch bedingte teilweise Ausfällung der Seife 
zurückzuführen war. Das Blut wurde deshalb in zwei Portionen, einer- 
seits mit einfacher physiologischer, andererseits mit kalkhaltiger Kochsalz- 
lösung gewaschen. Für die Versuche mit hypotonischen Salzlösungen 
wurde dann eine 20°/,ige Emulsion bereitet und davon je 0,1 oom in 
2 осш der abgestuften Lösungen gegeben. 

Zur Ablesung der Resultate wurden die Versuchsröhrchen 24 Stunden 
im Eisschrank gehalten. Der Grad der erzielten Hämolyse ist in diesen 
und auch in den anderen Versuchen bezeichnet mit: К == komplette 
Hämolyse, fk == fast komplette Hämolyse (mehr als etwa die Hälfte 
Blut gelöst), ik = inkomplette Hämolyse (weniger als etwa die Hälfte 
Blut gelöst), Sp = Spur (beginnende Hämolyse), 0 == keine Hämolyse. 

Um bei den hämolytischen Substanzen: Natr. olein., Saponin, Natr. 
taurochol., Natr. glycochol. (sämtliche Präparate von Merck) im Resultat 
deutlichere Ausschläge zu erhalten, wurden die Versuche nicht wie 
üblich bei 37°, sondern im Wasserbad bei 20° angestellt. Diese An- 
ordnung geschah hauptsächlich mit Rücksicht auf die Befunde bei 
anämischen Zuständen. Für die Leukämien wurde (mit entsprechend 
niedrigeren hämolytischen Dosen) das charakteristische Resultat auch bei 
Brutschranktemperatur gefunden. Die in den Tabellen angegebenen 
hämolytischen Dosen wurden mit 0,5 ccm einer 5°/,igen Blutemulsion 
zusammengebracht und mit physiologischer Kochsalzlösung auf 2 ccm 
aufgefüllt. Die Ablesung der Resultate erfolgte nach 1 Stunde. 

Damit die Versuchsresultate bei den verschiedenen Krankheiten, 
bei denen der Gehalt an Erythrooyten in weiten Genzen unteinander 
differierte, direkt vergleichbar wären, wurden die Blutemulsionen auf ein 
Normalmaß reduziert, d. h. es wurde der Gehalt an Erythrocyten in 
einer 5°/,igen Emulsion von normalem Blut (1 cmm = 5000000 Erythro- 
cyten) zugrunde gelegt und jeweils unter Auszählung der Erythrocyten 
und Umrechnung eine Emulsion von gleichem кысу engere bereitet. 

а 





Die Umrechnung erfolgte nach der Formel 2 er —=4abcom, wenn 


a die verwendete Blutmenge in Kubikzentimeter, b die Zahl der Ery- 
throcyten in 1 cmm (die Million als Einheit genommen) und 2 die ge- 
suchte Flüssigkeitsmenge bedeutet, auf die das Sediment des gewaschenen 
Blutes aufzufüllen war. 


Tabelle I. 
Name: Kissinger. Diagnose: Myeloide Leukämie. 
Blut: 3.320000 Erythrooyten, 62°/, Hämoglobin, 260000 Leukocyten. 
1. Hypoton. Kochsalzlösungen. 





Gehalt in gi, | 2,8 | 3,0 | 32 | за | зв | 38 | 40 | 42 
Hämolyse . . | к К k | К к [ж | к | fk 
Gehalt in Ga | 44 | 4,6 | 48 | 50 |52 | 54 | 56 | 58 | 60 
ік | ik | Sp | Sp | ѕр | о | 0 | о | 0 





Hämulyse . . 
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2. Natr. olein. 0,01°/,. 





com | 10 | 0,9 | 08 | от | 06 | 05 


Hämolye......| ik ото 0 0 0 
3. Saponin 0,019. 


cm | 10 | 09 | 08 | 07 | ов | 0,5 





Натоув...... ik 
4. Natr. taurochol. 0,1 °/,. 


com | 10 | 09 |) 08 | 07 | 06 | 0,5 








5. Natr. glyoochol. 0,10/,. 





com | 10 | 09 | 08 | 07 | 06 | 0,5 





Tabelle II. 
Name: Baumann, Karl. Krankheit: Bronchitis. 
Blut: 4.800000 Erythrocyten, Hämoglobin 100°/,. Leukooyten: 7600. 
1. Hypoton. Kochsalzlösungen. 


Gehalt іп 9/0, 
Hämolyse . . 
Gehalt in °/„ 










44 |46 | 48 | 50 | 5,2 | 54 | 56 | 58 | 60 


Hämolye . .| 8р |8р|8р| 0|0|0 | о | о | 0 
2. Natr. olein. 0,01°/,. 





3. Saponin 0,01°/,. 





com 1,0 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 


Hämolyse. . . . . „| к | к К k ж | f 
4. Natr. taurochol 0,1°%,. 
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Bei der Vergleichung der beiden vorstehenden Tabellen 
ergibt sich, daß im Verhalten der beiden Blutsorten in hypo- 
tonischen Kochsalzlösungen eine nur geringe Differenz besteht, 
im Sinne einer Verminderung der Resistenz bei dem Leukä- 
mikerblut. Diese Differenz kann aber nicht besonders ins Ge- 
wicht fallen, da ähnliche Schwankungen sich auch bei sonst 
normalen Individuen finden. Dagegen ist der Unterschied in 
der Auflösung durch hämolytische Substanzen sehr eklatant. 

Das Blut des Leukämikers zeigt eine sehr bedeutende 
Resistenzerhöhung gegenüber der Wirkung des Natr. olein., 
Natr. taurochol. und Natr. glycochol., während die Saponin- 
wirkung nicht besonders abgeschwächt erscheint. Es entsteht 
nun sogleich die Frage: Besitzen die Erythrocyten in Wirklich- 
keit eine vermehrte Resistenz oder liegt nicht vielmehr eine 
Beeinflussung des hämolytischen Prozesses durch die Leuko- 
cyten vor? Von vornherein schien uns die letztere Möglichkeit 
viel eher in Betracht zu kommen, um so mehr als sich ergab, 
daß beim Absinken der Leukocytenzahlen im Blut des Patienten 
(unter Röntgenbestrahlung) sich die Resistenzwerte des Blutes 
den normalen mehr und mehr näherten. Dabei zeigte sich auch, 
daß eine Beeinflussung der hämolytischen Resultate nur dann 
deutlich zur Beobachtung kam, wenn der Gehalt an Leuko- 
cyten im Blut mehr als 80000 bis 100000 pro 1 cmm betrug. 

Um aber den vermuteten Zusammenhang exakt nach- 
zuweisen, gingen wir so vor, daß wir die Leukocyten von 
Leukämikerblut, das ein dem geschilderten durchaus ent- 
sprechendes Resultat geliefert hatte, zu normalem Blute zu- 
setzten und nun die Resistenz des normalen Blutes vor und nach 
dem Zusatz der Leukocyten miteinander verglichen. (Tabelle III.) 

5 eem Blut eines Leukämikers (in 1 emm 180000 Leukocyten) 
sowie 2mal 5 ccm eines Normalen wurden wie üblich gewaschen. Dann 
wurden, nachdem die Erythrooyten im Leukämikerblut (nach Aufschwem- 
mung in physiologischer Kochsalzlösung) durch wiederholtes Gefrieren- 
lassen und Auftauen zerstört waren, die Leukocyten durch Sedimentieren, 
wobei die Erythrocytenstromata noch suspendiert bleiben, abgesondert 
und wiederholt mit physiologischer Kochsalzlösung nachgewaschen. Das 
so erhaltene Leukooytensediment wurde zu der einen von den beiden 
Portionen des normalen Blutes zugefügt und schließlich beide in der 
gleichen Weise zu 5°/ igen Emulsionen aufgeschwemmt. Die Untersuchung 


in hypotonischen Lösungen ergab keine besonderen Resultate und wurde 
deshalb nicht weiter verfolgt. 
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Tabelle III. 
Name: Härte. Diagnose: Pleuritis. 
Blut: 4720000 Erythrocyten, 97°/, Hämoglobin, 8400 Leukocyten. 
Natr. olein. 0,01°/,. 





ccm | 1,0 | 09 | 08 | 07 | 06 | 05 







Hämolyse im Originalblut 
Hämolyse im Blut + Leukäm.- 
Leukocyten . . . . . . . 


Saponin 0,01%. 
ccm | 10 | 0,9 | 08 | 07 | 0,6 | 0,5 










Hämolyse im Originalblut 
Hämolyse im Blut + Leukäm.- 
Leukooyten . . . . . . 


Natr. taurochol. 0,1°/,. 





com | 10 | 09 | 08 | 07 | 06 | 05 







Hämolyse im Originalblut 
Hämolyse im Blut + Leukäm.- 
Leukooyten . ...... 


Natr. glycochol. 0,19/,. 
ccm 1,0 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 









Hämolyse im Originalblut 
Hämolyse im Blut + Leukäm.- 
Leukocyten . . ..... 


Es zeigte sich also, daß tatsächlich der Leukocytenzusatz 
genügte, um insbesondere die Oleathämolyse intensiv zu hemmen, 
während allerdings bei den anderen hämolytischen Substanzen 
diese Wirkung nur in geringem Maße vorhanden war. Nun 
ist z. B. durch die Untersuchungen von Waßmuth!) bekannt, 
daß die Leukocyten auf das Staphylolysin und, ähnlich wie 
das v. Dungern?) für die Gewebszellen überhaupt zeigte, auch 
auf die Amboceptor-Komplement-Hämolyse hemmend einwirken. 
Über ihren Einfluß aber auf die von uns versuchten Agenzien 
liegen scheinbar keine Untersuchungen vor. Wir hielten es 
deshalb für lohnend, diesen Vorgang genauer zu analysieren. Um 
für die dazu notwendigen Versuche ausreichendes Leukocyten- 
material zur Verfügung zu haben, versuchten wir zunächst, 


1) Waßmuth, Arch. f. Hygiene 63, 1907. 
*) v. Dungern, Münch. med. Wochenschr. 1900, Nr. 20. 
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menschlichen Absceßeiter zu verwenden und aus diesem durch 
Zentrifugieren und Waschen mit physiologischer Kochsalzlösung 
die Leukocyten zu isolieren. Da es nun nicht gelang, auf diese 
Weise die sehr reichlichen Gewebs- und Zelltrümmer zu ent- 
fernen, war es von Wichtigkeit, festzustellen, ob nicht Leuko- 
cyten von anderen Tierarten verwendbar seien. In der Tat 
konnten wir in einer Reihe von Versuchen, die wir übergehen 
können, feststellen, daß die Artverschiedenheit der roten und 
weißen Blutkörperchen nicht störend wirkte, daß also z. B. die 
Leukocyten des Pferdes und des Rindes bei den hämolytischen 
Versuchen mit Hammel- und Menschenblut durchaus geeignet 
waren. Man konnte daher auch daran denken, die einzelnen 
Arten der Leukocyten, die polymorphkörnigen und die Lympho- 
cyten gesondert, in ihrer Wirksamkeit zu untersuchen. 

Zur Isolierung der Leukocyten wurde nach den Angaben von 
Hamburger!) verfahren. Von defibriniertem und filtriertem Pferde- 
blut wird, nachdem sich die Erythrocyten zu Boden gesenkt haben, das 
überstehende trübe Serum, das sehr reichlich Leukocyten enthält, ab- 
gehoben. Bei schwachem Zentrifugieren setzen sich die J,eukocyten und 
etwa noch vorhandene Erythrocyten zu Boden. Das überstehende Serum 
wird abgegossen und das Sediment mit dem zurünkbleibenden Rest von 
Serum aufgeschüttelt. Läßt man diese Suspension einige Zeit stehen, 
so setzen sich die noch vorhandenen Erythrocyten fast sämtlich ab, 
während die Leukocyten suspendiert bleiben. Man gießt die Flüssigkeit 
keit mit den Leukocyten ab und wäscht diese nun in der üblichen 
Weise durch Zentrifugieren (mit geringer Tourenzahl, weil sie sonst fest 
zusammenklumpen). In den auf diese Weise hergestellten Suspensionen 
sind große granulierte Zellen (Mastzellen), mittelgroße Zellen (Phagocyten) 
und kleine Zellen (Lymphocyten) enthalten. 

Um Lymphocyten gesondert zu gewinnen, werden ebenfalls nach 
den Angaben von Hamburger?) mesenteriale Lymphdrüsen vom Rinde 
zerschnitten, zerhackt, in physiologischer Kochsalzlösung aufgeschwemmt, 
geschüttelt und durch Gaze koliert. Aus diesem Filtrat werden durch vor- 
sichtiges Zentrifugieren die Lymphocyten isoliert und dann wiederum 
mehrmals mit physiologischer Kochsalzlösung gewaschen. 

Die beiden so gewonnenen Arten von Leukocyten werden, nachdem 
möglichst alle Flüssigkeit entfernt war, zu bestimmten Portionen einer 
5° igen Aufschwemmung von normalem Blut hinzugefügt. Dann wurde 
durch Zählung (in der Zählkammer von Thoma-Zeiß) der dadurch er- 
zielte Gehalt an Leukocyten bestimmt und durch Hinzufügen von ent- 
sprechenden Mengen der Erythrocytenaufschwemmung so weit verdünnt, 


1) Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlehre 1, 401, 1904. 
D Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlehre 8, 37, 1904. 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 7 
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daß ein Gehalt von 100000 bis 120000 Leukocyten pro 1 emm Original- 
blut resultierte. 


Auf diese Weise konnte die Wirksamkeit der Pferdeleuko- 
cyten und derjenigen der Rinderlymphocyten direkt mitein- 
ander verglichen werden (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 
Natr. olein. 0,019, 












Hämolyse in menschl. 
normal) „„ > e bb e 
Hämolyse in menschl. Blut 
-+ Pferdeleukocyten . . . 
Hämolyse in menschl. Blut 
-+ Rinderlymphocyten . . 


Hämolyse in menschl. Blut 
DOREA a er 
Hämolyse in menschl. Blut 


-+ Pferdeleukocyten . . . ik 
Hämolyse in menschl. Blut 
-+ Rinderlymphocyten . . 0 


Natr. taurochol. 0,1°/,. 





com | 1,0 | 0,9 | 08 | 07 | 06 | 05 


Hämolyse in menschl. Blut 
СОВИ. up 0.56 75-8 
Hämolyse іп menschl. Blut 
-+ Pferdeleukocyten . . . 
Hämolyse in menschl. Blut 
-+ Rinderlymphocyten . . 


Natr. glycochol. 0,1°/,. 
cm | 1,0 | 09 | 08 | 07 | 06 | 05 


Hämolyse in menschl. Blut 
REN u a 
Hämolyse in menschl. Blut 

-+ Pferdeleukocyten . . . 
Hämolyse іп menschl. Blut 
-+ Rinderlymphocyten . . 


Aus der Tabelle ergibt sich, daß die Pferdeleukocyten und 
die Rinderlymphocyten die Hämolyse des Menschenblutes in 
demselben Sinne hemmen wie früher die Menschenleukocyten, 
wobei im obigen Versuche den Rinderlymphocyten eine etwas 
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stärkere Wirksamkeit zukam als den Pferdeleukocyten. Auch 
in anderen Versuchen ergab sich nach der quantitativen Seite 
ein entsprechendes Resultat. Einen prinzipiellen Schluß wird 
man aber in dieser Hinsicht aus den nur geringen Differenzen 
nicht ziehen dürfen. Auffällig ist jedoch in diesem Versuche 
wieder, daß die hämolytische Wirkung des Saponins viel 
weniger deutlich durch die Leukocyten gehemmt wird. Nun 
ist im allgemeinen die Wirkungsintensität des Saponins beim 
Menschenblut, besonders wenn man den zeitlichen Ablauf kon- 
trolliert, deutlich größer als die einer gleich starken Natr.-oleat- 
Lösung. Die Unterschiede, besonders in bezug auf die Saponin- 
und Oleathämolyse, die sich in den bisherigen Versuchen zeigten, 
konnten daher durch diese Differenz der hämolytischen Wirk- 
samkeit beider Substanzen bedingt sein. Um zu entscheiden, 
ob tateächlich dieser Faktor oder eine verschiedenartige Be- 
einflussung durch die Leukocyten als die Ursache der diffe- 
renten Resultate anzusehen ist, mußten gleich wirksame Dosen 
Saponin, Natr. olein. usw. mit variierten Mengen von Leuko- 
cyten bzw. Lymphocyten zusammengebracht werden. Es wurden 
daher in Vorversuchen die eben lösenden Dosen der verwen- 
deten Substanzen bestimmt und zu diesen fallende Mengen 
von Leukocytensuspensionen hinzugefügt. In Tabelle V ist das 
Resultat, wie ев bei Anwendung von Pferdeleukocyten ge- 
wonnen wurde, wiedergegeben. 


Die Leukocytensuspensionen wurden nach der Auszählung (in der 
Zählkammer von Thoma-Zeiß) dırch Zusatz von entsprechenden Mengen 
physiol. Kochsalzlösung in der Weise verdünnt, daß in 1 cmm zirka 
5000 Leukocyten enthalten waren. Wurde von einer solchen Suspension 
Mengen von 1,0 fallend bis 0,1 zu den Versuchsröhrchen, d. h. zu 
0,5 ccm eine 5°/,ige Blutemulsion gegeben, so wurde auf diese Weise, 
wie eine einfache Berechnung ergibt, ein Gehalt von 200000 fallend 
bis 20000 Leukocyten pro 1 emm Originalblut erzielt (ohne Berückaich- 
tigung der darin primär vorhandenen Leukocyten). 


Tabelle V. 
Natr. olein. 0,01°/,. 





ccm | 0,7 0,7 0,7 | 0,7 0,7 | 0,7 






Menschenblut 5°/„..... 
Pferdeleukocyten . . . . . 
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Saponin 0,01°/,. 
com | 06 | 0,6 | 0,6 | 06 | 0,6 | 0,6 










Menschenblut 5°/, . . 
Pferdeleukooyten 


Natr. taurochol. 0,1°/,. 
com | 08 | 08 | 08 | ов | оз | 0,8 














Menschenblut 5°), . . . . . 
Pferdeleukocyten . . . . . 





Menschenblut 5%, . . . . » 
Pferdeleukooyten : 


Ganz entsprechende Resultate wie in diesem Falle wurden 
gewonnen, wenn statt der Pferdeleukocyten Rinderlympho- 
cyten, statt des Menschenblutes Hammelblut zur Verwendung 
kam: Die Wirkung aller untersuchten hämolytischen Sub- 
stanzen wurde immer in sehr deutlicher Weise gehemmt, und 
zwar auch hier wiederum am wenigsten die Wirkung des 
Saponins, obwohl in der obigen Versuchsanordnung die ver- 
wendeten Substanzen an sich die gleiche Wirkungsintensität 
besaßen. 

Wir versuchten nun weiterhin den Mechanismus der ge- 
schilderten Hemmungswirkungen aufzuklären. Zu diesem Zwecke 
brachten wir die Leukocyten zunächst mit den hämolytischen 
Agenzien zusammen und fügten teils sofort, teils erst nach 
einer gewissen Zeit, teils schließlich, nachdem die Leukocyten 
aus dem Gemisch durch Zentrifugieren wieder entfernt waren, 
die Erythrocyten hinzu. Das Resultat, das auf diese Weise 
erhalten wurde, ist in Tabelle VI gegeben. 

Die Versuche wurden mit 5°/, Hammelblutemulsion und Rinderlympho- 
oyten ausgeführt. Zunächst wurde 1 ccm einer 0,1°/,igen Natr.-olein- 
Lösung mit 4 ccm physiol. Kochsalzlösung bzw. einer entsprechenden 


Menge der Leukocytensuspension gemischt und dann im einzelnen nach 
den Angaben in der Tabelle verfahren. 
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Tabelle VI 
(Versuch bei 87°.) 














Natr. olein. +Lymphocyt. com 
1 Stande im Brutschrank 
zusammen, dann 





REIT 1,0 
EE | 0 
Natr. olein. + Lymphooyt. 
1 Stande im Brutschrank, 
nachher Lymphocyten ab- 
zentrifugiert. Von der 
überstehenden Flüssigkeit oom 0,5 
Hammelblut. . . .. . 1,0 


Je länger also die Oleat-Leukocytenmischung sich überlassen 
blieb, bevor die Erythrocyten eingebracht wurden, um во in- 
tensiver war die hemmende Wirkung der Leukocyten; am in- 
tensivsten aber war sie dann, wenn die Leukocyten durch 
Zentrifugieren aus der ÖOleatlösung wieder entfernt waren. 
Diese Befunde erklären sich wohl zwanglos mit der Annahme, 
daß die Leukocyten sich gewissermaßen mit dem Natr. olein- 
beladen und auf diese Weise das hämolytische Agens von den 
Erythrocyten ablenken. Hiermit im Zusammenhang steht wohl 
auch die Tatsache, daB im Leukämikerblut zahlenmäßig mehr 
Leukocyten notwendig sind, um eine hemmende Wirkung deut- 
lich werden zu lernen, als wenn, wie das meistens in unsern 
Versuchen geschah, die Leukocytensuspensionen zunächst in 
die Lösungen der hämolytischen Agenzien gegeben und nach- 
her erst die Erythrocyten zugefügt wurden. In einem bereite 
vorhandenen Gemisch von Erythrocyten und Leukocyten, wie 
das Leukämieblut ев darstellt, wird bei der bekannten starken 
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Affinität der Erythrocyten zu den hämolytischen Agenzien!) 
die ablenkende Wirkung der Leukocyten einen geringeren 
Erfolg haben als in der genannten Versuchsanordnung. 

Nach den bisherigen Resultaten war es naheliegend, zu 
untersuchen, in welcher Weise denn die Leukocyten selbst mit 
den hämolytischen Agenzien reagierten und auf welcher Basis 
eine solche Reaktion zustande kommt. 

Untersucht man mikro-kopisch eine vorsichtig bereitete 
Suspension in frischem Zustande, so findet man die einzelnen 
Zellen in überwiegender Zahl wohl erhalten und ziemlich gleich- 
mäßig verteilt. Ganz anders aber gestaltet sich das Bild, nach- 
dem die Leukocyten einige Zeit mit den Lösungen der hämo- 
lytischen Substanz zusammengebracht waren. Man sieht dann 
die Leukocyten zu kleinen Häufchen zusammengeklumpt, ganz 
ähnlich wie Typhusbacillen, die mit spezifischem Serum zu- 
sammengebracht und dadurch agglutiniert worden sind. Außer- 
dem aber zeigt sich, daß die Zellen zum Teil zerfallen sind; 
und zwar treten solche Zerfallsprodukte in Oleatlösungen weit 
reichlicher auf als z. B. in Saponinlösungen. Vielleicht ist ge- 
rade in der größeren oder geringeren Angreifbarkeit der Leu- 
kocyten durch die hämolytischen Agenzien die Ursache für 
die mehr oder weniger stark hemmende Wirkung der Leuko- 
cyten auf die Hämolyse gelegen. 

Die Tatsache, daß die zusammengeklumpten und zum Teil 
sogar zerstörten Leukocyten noch ihre hemmende Wirkung ent- 
falten, ja daß diese um so größer war, je mehr Zeit für der- 
artige Veränderungen der Leukocyten gegeben war (vgl. Ta- 
belle VII), drängte dazu, die Untersuchungen noch nach einer 
anderen Richtung hin auszudehnen. Es war zu entscheiden, 
ob für die geschilderte Wirkung die Leukocyten als solche, 
gewissermaßen ihre Vitalität, oder besondere, physiologisch- 
chemische Eigenschaften ihrer Leibessubstanz von Bedeutung sind. 
| Es wurden daher Leukocyten getrocknet, fein zerrieben, 
mit physiol. Kochsalzlösung aufgeschwemmt und dann diese 
Suspension mit einer Suspension von intakten Leukocyten in 
ihrer Wirksamkeit verglichen (Tabelle VII a und b). 


1) Vgl. Meyerstein, Arch. f. experim. Phathol. u. Pharmakol. 62, 
258, 1910. 
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Ein Teil einer Leukocytensuspension von bekannter Zusammen- 
setzung wurde zentrifugiert, das Zentrifugat auf eine Glasplatte ausge- 
strichen und getrocknet. Die getrocknete Schicht wurde mit einem 
feinen Glasspatel sorgfältig (möglichst quantitativ) abgeschabt, in einer 
Reibschale fein zerrieben und schließlich mit physiol. Kochsalzlösung 
zum ursprünglichen Volumen aufgeschwemmt. 

Die Aufschwemmung der Zelltrümmer war nun, wie aus 
der Tabelle VII zu ersehen ist, genau so wirksam wie die un- 
versehrten Leukocyten. Selbst wenn man eine derartige Sus- 
pension aufkochte, wurde nichts an ihrer Wirksamkeit geändert. 
Die Hemmung der Hämolyse war also nicht durch die lebenden 
Leukocyten, sondern durch eine koktostabile Substanz des Zell- 
leibes bedingt. Um diese Substanz chemisch etwas genauer 
definieren zu können, wurde, da nach früheren Erfahrungen 
vor allem lipoide Substanzen in Betracht kamen, ihre Löslich- 
keit in Äther und Alkohol geprüft. 

Getrocknete und fein verriebene Pferdeleukocyten (Sedimente ab- 
gemessener Mengen einer Suspension) wurden zunächst wiederholt mit 
Äther, dann mit heißem absoluten Alkohol ausgeschüttelt. Wurde der 
alkoholische Extrakt mit Äther versetzt, во entstand eine ziemlich starke 
milchige Trübung, offenbar bedingt durch den Gehalt an Cerebrosiden, 
von denen Pyosin und Pyogenin durch Hoppe-Seyler sowie durch 
Kossel und Freitag!) nachgewiesen sind. Die Alkohol- und Äther- 
'extrakte wurden vereinigt, die Lösungsmittel verjagt und der Rückstand 
mit physiol. Kochsalzlösung bis zum Ausgangsvolumen aufgefüllt. Ebenso 
wurde aus den extrahierten Leukocyten, nachdem sie noch mehr ver- 
rieben waren, eine dem ursprünglichen Volumen entsprechende Suspen- 
sion bereitet. | 

In Tabelle VII werden nun die Resultate verglichen, die 
erhalten wurden mit einer Originalsuspension von Leukocyten 
mit einer Suspension von getrockneten und verriebenen Leu- 
kocyten, mit einer Suspension von extrahierten Leukocyten 
und mit einer Emulsion des Alkohol-Ätherextraktes. 


Tabelle VII. 
(Versuch bei 37°.) 
a) Intakte Leukooyten. 







Natr. olein. 0,1%), . e . . . . ссш 
Hammelblat 5 9, . . s.e. 
Leukocyten-Suspension 








1) Kossel und Freitag, Zeitschr. f. physiol. Chem. 17, 431, 1893. 


104 W. Meyerstein und E. Allenbach: 


b) Leukocyten, getrocknet und verrieben. 








Natr. olein. 0,1%, . . . . . . com | 0,1 0,1 | 01 
Hammelblut 5%, . . . . . . 1,0 | 1,0 
Leukocyten-Suspension 0,1 


Hämolyse. . ... 2200 20% 


с) Leukocyten, mit Alkohol und Äther extrahiert. 




















Natr. olein. 0,19%, . e.e... ccm | 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 
Hammelblut ........ n 1,0 | 1,0 | 1,0 | 1,0 | 1,0 | 1,0 
Leukocyten-Suspension n 0,5 | 04 | 038 | 02 101 | — 





Natr. olein. 0,19, ee . ост | 0,1 | 01 | 01 | 0,1 | 0,1 | 0,1 
Bammelblut ....... on 1,01 1,0 [1,0 | 1,0 | 10 | 1,0 
Extrakt-Emulsion - Leukocyten- 

Suspention ....... n 0,5 | 0,4 | 03 | 02 | 01 | — 





Während die getrockneten Leukocyten sich in ihrer anti- 
hämolytischen Eigenschaft fast gar nicht von den intakten 
Leukocyten unterscheiden (Tabelle VII a und b), haben die 
mit Alkohol und Äther extrahierten Leukocyten sehr deutlich 
an Wirksamkeit eingebüßt (Tabelle VII c). Der Alkohol-Äther- 
extrakt selbst aber entfaltet wiederum eine beträchtliche hem- 
mende Wirkung. Man darf daher wohl den Schluß ziehen, daß 
die Hemmung der Hämolyse durch Leukocoyten, wie sie in 
dieser Arbeit geschildert wurde, ganz oder doch zum größten 
Teil zurückzuführen ist auf den Gehalt ihres Zelleibes an 
lipoiden Substanzen. Daß aber zwischen solchen und dem 
hämolytischen Vorgang mannigfache Beziehungen bestehen, ist 
bereits früher!) eingehend dargelegt worden. 


Ergebnisse, 

1. Das Blut von Leukämien ist gegen die Wirkung hämo- 
lytischer Agenzien (Natr. olein. usw.) auffallend resistent, während 
die Resistenz der Erythrocyten gegen hypotonische Kochsalz- 
lösungen nicht wesentlich von der Norm abweicht. 

2. Die Resistenzvermehrung des Leukämikerblutes ist nicht 
durch eine Resistenzvermehrung der Erythrocyten selbst be- 
dingt, sondern durch den Gehalt an Leukocyten. 


1) Vgl. Meyerstein, Le 
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3. Die Leukocyten sind ganz allgemein (Leukocyten aus 
Leukämieblut, aus menschlichem Eiter, aus Pferdeblut, aus 
Rinderiymphdrüsen) imstande, antihämolytisch zu wirken. Es 
bestehen dabei quantitative Differenzen insofern, als z. B. die 
Saponinhämolyse in geringerem Grade gehemmt wird als die 
Oleathämolyse. 

4. Die hemmende Wirkung der Leukocyten gegenüber 
hämolytischen Agenzien beruht auf einer Adsorption dieser 
Substanzen, wodurch sie von den Erythrocyten abgelenkt werden. 

5. Diese Adsorption erfolgt nicht nur durch die intakten 
Leukocyten, sondern auch durch die zertrümmerten Zellen und 
ist wohl vorwiegend durch ihren Gehalt an lipoiden Substanzen 
bedingt. 


Untersuchungen über alimentäre Hyperglykämie. 
Von 
Gunnar Böe, Bergen. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universität Lund.) 
(Eingegangen am 29. Oktober 1913.) 
Mit 7 Figuren im Text. 


Nach Eingabe von 5 bis 20 g Traubenzucker an Kaninchen 
fand Bang!) ein konstantes Ansteigen des Blutzuckers, das 
schon nach einer '/, Stunde anfing, um nach 1 bis 1?/, Stunde 
sein Maximum zu erreichen; nach 3 bis 5 Stunden war die 
Hyperglykämie vorüber. Hungertiere wiesen eine stärkere 
Hyperglykämie als normale Tiere auf. Wurde die erste Ein- 
gabe von einer zweiten gleichgroßen begleitet, war das zweite 
Ansteigen bedeutend geringer als das erste. Bang folgert 
hieraus, daß die unvorbereitete Leber weniger gut zur Glykogen- 
bildung befähigt ist als die arbeitende. Schließlich macht 
Bang auf die Möglichkeit der Existenz anderer Kohlenhydrat- 
depots als die Leber aufmerksam. 

Da nun die alimentäre Hyperglykämie auch für die Dia- 
beteslehre wichtig ist und besonders die letzten von Bang 
herangezogenen Möglichkeiten, wenn sie zutreffen, von prin- 
zipieller Wichtigkeit sein müssen, bin ich gern der Auf- 
forderung Bangs gefolgt, durch Versuche an Kaninchen diesen 
Fragen näherzutreten. 

Die Probleme, die sich hierbei in erster Linie darbieten, 
sind folgende: 1. Die Bedeutung der eingeführten Zucker- 
quantität für die absolute Höhe der Hyperglykämie. 2. Die 
Bedeutung der Zuckerkonzentration. 3. Die Bedeutung von 
refrakten Zuckerdosen. 4. Die Bedeutung des Nahrungszustandes 


1) Bang, Der Blutzucker. Wiesbaden 1913, S. 57. 
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des Versuchstieres. Verschiedene andere Momente, die in Betracht 
kommen, bleiben einer folgenden Abhandlung vorbehalten. 

Was die Methodik anbetrifft, so wurde die Zuckerlösung 
durch eine Magensonde den Tieren einverleibt. Hierbei muß man 
entschieden die Möglichkeit einer psychischen Hyperglykämie 
“ berücksichtigen. Zwar wurden die Kaninchen kürzere oder 
längere Zeit vor den Versuchen im Laboratoriumszimmer ge- 
halten, daß aber dies nicht immer eine psychische Hyper- 
glykämie ausschließt, zeigt folgende Tabelle. 


Tabelle I. 
Kaninchen Nr. .| 1 | 2|8|4|5| 6 | 7 | 8 | 9 


Gewicht ing . . | 1750 | 1700 | 2300 | 1700 | 2200 | 1800 | 2900 | 1850 | 3000 


Hungertage. ..| 3 |sJo|oJoJoJojJolo 


Präf. Blutzucker 





in fo .... 0,08 | 0,12 
Sondeeinfuhr i e 
nach 1/, Std. 0,10 | 0,14 
n l a 0,10 | 0,12 
e 11, » 0,10 | 0,13 
n2 » 0,10 | 0,12 
n4 ә — | 0,12 


In diesen Versuchen wurden die Tiere auf dem Operations- 
tisch aufgelegt; durch Sonde wurde Wasser eingeführt, in einigen 
Versuchen wurde nur die Sonde ohne Wasser eingeführt. 
Um diese psychische Einwirkung möglichst auschließen zu 
können, wurde vor dem Hauptversuche die Erregbarkeit des 
Tieres durch Einführung der Sonde und folgende Blutzucker- 
untersuchungen bestimmt. Wurde das Tier mehrmals benutzt, 
ist, falls diese Probe zum erstenmal negativ ausfiel, der 
psychische Versuch in den folgenden Versuchen unterblieben. 


І. 

Für das Studium der alimentären Hyperglykämie ist der 
von Bang gefundene Unterschied zwischen Karenzkaninchen 
und wohlernährten Tieren von prinzipieller Bedeutung. Diese 
Frage mußte demzufolge zuerst erledigt werden — besonders 
wenn wie hier nur kleine Zuckermengen verwendet werden 
sollen. In den folgenden Tabellen II und III sind meine dies- 
bezüglichen Versuche zusammengestellt. 
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Tabelle IL 
Hungerkaninchen (3 Tage). 
Kaninchen Nr. .| ı | 2 |s [4 | 5 |6 |? |8| 9 |10 
Gewicht in g . . | 1300 | 1650 | 1600 | 2000 | 1950 | 1500 | 1750 | 1750 | 3000 | 1700 


Präf. Blutzucker 
in °„.... . [011 | 0,12 | 0,11 | 0,09 | 0,11 | 0,14 | 0,12 | 0,11 | 0,11 | 0,14 


Zuokerzufahr ng| 2|@|2@|2!2|2|2|2|5 |5 








Tabelle III. 


Gut genährte Tiere. 
Kaninchen Nr.....|ı]2|s|s|s5s|e|?|e 
Gewicht in g. . . . . |1700 |2200 | 1800 | 2900 | 2300 | 2300 | 1850 | 2200 
Präf. Blutzucker in °/, | 0,13 | 0,07 | 0,11 | 0,11 | 0,12 | 0,10 | 0,10 | 0,07 


Zuckerzufuhr ing ..}2|2|2|2|2|5 |5 | 5 





n n А 0,11 
n 11. э . 0,15 
А e. 0,07 
n ha e 0,11 
„ 8 » . 0,05 
n 81, n e 0,10 
л 4 n ° 0,07 
n 41), n ° 0,07 


Aus den Tabellen geht hervor, daß eine Zuckermenge von 
5 g konstant sowohl bei wohlernährten wie bei Hungertieren 
eine sehr deutliche Hyperglykämie hervorruft, während bei Ver- 
wendung von nur 2 g bei wohlernährten Tieren nur in 3 von 
5 Versuchen Hyperglykämie bewirkt wurde. Bei Karenzkaninchen 
dagegen ist hier die Hyperglykämie konstant (in 2 von den 
5 Versuchen ist allerdings die Steigerung unbedeutend). Diese 
Ergebnisse bestätigen also Bangs Befunde und zeigen, daß 
die einschlägigen Versuche an Hungertieren angestellt werden 
müssen. 
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П. 

Aus den Tabellen II und III ist ersichtlich, daß schon 
eine Zuckerquantität von nur 2 g eine alimentäre Нурег- 
glykämie bewirkt. Dies darf jedoch nicht Wunder nehmen, wenn 
man bedenkt, daß bei Menschen schon 50 bis 100 g Dextrose 
oder etwa 1 g pro Kilogramm Körpergewicht dafür ausreichend 
ist. Das Kaninchen stimmt also mit dem Menschen überein. 
Die systematischen Untersuchungen hierüber haben das folgende 
Ergebnis geliefert. 


Tabelle IV. 
Blutzuckerkurve nach Einverleibung von 1 g Traubenzucker. 


Kaninchen Nr. . . . . SECHER 


Gewicht in в... .. | 2300 | 3200 | 1750 | 1800 
Präf. Blutzucker ів °/, | 0,09 | 0,12 | 0,11 | 0,10 
Zucker ng ..... 1 1 | 1 (` 





Tabelle У. 
Blutzuckerkurve nach Einverleibung von 2 g Traubenzucker. 


Kaninchen Nr. .| ı | 2|3 |415 | 6 | 7 | 8 | 9 | m 
Gewicht in g . . | 1300 | 1650 | 1600 | 2000 | 1950 | 1500 | 1750 | 1750 | 3000 | 1700 


Präf. Blutzucker 
Dee 0,11 | 0,12 | 0,11 | 0,09 | 0,11 | 0,14 | 0,12 | 0,11 | 0,11 | 0,14 
Zackerzufuhr ing | 2 | 2 |2 |2 |2 |2 |212 |2 [№ 





nach !/, Std. 
1 


11, 
2 
21, 
3 
3 
4 
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Tabelle VI. 
Blutzuckerkurve nach Einverleibung von 5 und 10 g Traubenzucker. 
Kaninchen Nr. . . | 1 | 2 | 3 Ca 
Gewicht ing . . . . | 1700 | 3000 | 1800 | 3000 
Präf. Blutzucker in °/, | 0,14 | 0,11 | 0,12 | 0,10 


Zuckerzufuhr in g. -| 5 | 5 | 10 | 10 








nach !/, Std... 0,14 
» 1 Й ег 0,16 
» 14, » 0,13 
n 2 n 0,11 
n д, n 0,11 
„З » 0,11 
n 813 » — 
n 4 n — 


Aus den angeführten Tabellen gehen mehrere Tatsachen 
hervor. Erstens ist ersichtlich, daß sowohl 1 g wie 2 bis 10 g 
Traubenzucker Hyperglykämie bewirken, deren absolute 
Höhe aber von der eingeführten Zuckerquantität sehr 
wenig abhängig ist. In der folgenden Tabelle sind die ab- 
soluten Steigerungen nach den verschiedenen Eingaben zu- 
sammengestellt worden. Zum Vergleich sind Bangs Ergeb- 
nisse mit Einführung von 5 und 10 g Zucker angeführt worden. 
(Diese Versuche sind mit einem Sternchen markiert.) Die durch- 
schnittliche Steigerung nach 1 g Zucker ist 0,05°/,, nach 2 und 
5g 0,07°/, und nach 10g 0,09°/,. 


Tabelle VII. 
Absolute Steigerung des Blutzuckers nach 1, 2, 5, 10 g Traubenzucker. 





0,09—0,14 |0,05| 0,11—0,18 |0,07 
0,12—0,17 |0,05| 0,12—0,18 |0,06 
0,11—0,16 |0,05| 0,11—0,13 |0,02 
0,10—0,15 |0,05] 0,09—0,18 |0,04 
0,11—0,19 |0,08 
0,11—0,18 |0,07 0,11—0,14 
0,11—0,18 |0,07 
0,11—0,17 |0,06 
0,12—0,19 |0,07 
0,14—0,25 |0,11 
0,11—0,20 |0,09 


Durchschnitt | 0,05 | Durchschnitt | 0,07 | Durchschnitt| 0,07 ĮDurochschnitt | 0,09 
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Diese Ergebnisse stimmen mit den alten Ergebnissen 
Hofmeisters!) gut überein, daß die Größe der alimentären 
Glucosurie von der eingeführten Zuckermenge recht unabhängig 
ist, wenn nur die Toleranzgrenze überschritten wird. 

Die obigen Ergebnisse, die durch vergleichende Unter- 
suchung an verschiedenen Tieren gewonnen sind, wurden durch 
wiederholte Versuche mit verschiedenen Zuckermengen an dem- 
selben Tier weiter sichergestellt. Die folgenden zwei Kurven 
können hierüber unterrichten (Fig. 1 und 2). 











к ШЕР! ЧӨЕП БИН ШИН ПИЕ РАО ШИЕ ИНИ] ШЇ НЕР ЧН ШИР EB GEN 
BZAINE ШИЕ ШИЕ ПАБ ШИШ К ИЕЛ О БЕШ БЕБИ ZN 
ез Гы a зы у TN 
е е л л л и 


Ze Zucker in —E 





b 
— 20 Wasser 


Fig. 2. 


Im Versuch 1 war die absolute Steigerung nach 1 g 0,05°/,, 
nach 2 р 0,07°/, nach 5 g 0,06°/, und nach 10 g 0,10°/,., Im 
Versuch 2 waren die absoluten Werte 0,05°/, (1g), 0,07°/, 
(2 g), 0,06°/, (5 в) und 0,06°/, (10 g). 

Schätzt man die Blutmenge des Kaninchens durchschnitt- 
lich auf 150 ccm (die Tiere wogen etwa 2000 g), und sieht man 
von der Lymphe ab, so entspricht die absolute Steigerung des 
Blutzuckerspiegels etwa 0,100 g. Bei Einführung von 1 g Zucker 
sind also 10°/, des Zuckers im Blute nachweisbar, bei Ze 
Zucker 5°/„ bei 5 g 2°/, und bei 10 g nur 1°/, des eingeführ- 
ten Zuckers. Nach 1g Zucker verschwinden 900 mg, nach 
10 g aber 9900 mg Zucker. Daß eine fehlende Resorption 
hierfür verantwortlich sein kann, ist durchaus ausgeschlossen. 
Abgesehen von Bangs Untersuchungen habe ich selbst durch 


ge Zucker A SD Wasser 70д” Дер ON 


1) Hofmeister, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 25, 240. 
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Enthebern des Mageninhaltes mich von der Resorption über- 
zeugt. 

Die zweite Tatsache, die aus den Versuchen hervorgeht, 
sind die zeitlichen Verhältnisse. Die Steigerung der Blut- 
zuckerkurve fängt gleich an. In der ersten halben Stunde 
steigt die Kurve rasch empor, erreicht nach einer Stunde das 
Maximum, um dann etwas langsamer zum Ursprungswert ab- 
zusinken. 

III. 

Die angeführten Versuche sprechen entschieden zugunsten 
der Auffassung Bangs, daß die Hungerleber zur Glykogen- 
bildung unvorbereitet ist. Durch den zugeführten Zucker wird 
die Leber erregt und die Glykogenbildung geht fort. Aller 
Zucker mit Ausnahme des ersten Anteils wird zurückgehalten. 





Tabelle VIII. 

М ЖИ ЖЫ ЛИК ПОШ ИШЕТ 
Zuckerzufuhr| 10>x<1gin 7x2gin |10><2 рі | 5x5gin 
jede Stunde . 10 W. 25 d 25 W. 25 W. 
Präf. Blut- 
zucker in °/ | —> 0,11!) —> 0,13 — 00 — 0,10 
nach 1/„ Std. 0,15 0,22 0,13 0,19 

п 1 - — RE ech D =p 0,15 — 0,20 
n 11, » 0,16 0,20 0,16 0,20 
- 2 n —-> 0,16 — > 0,18 > AT, —6 
n 24, ew 0,16 0,17 0,13 0,27 
" 8 - —> 0,15 =p 0,16 —> 0,18 —› 0,25 
TE a э» 0,14 0,17 0,18 0,23 
n 4 > —> 0,15 — 0,14 — 0,14 —› 0,28 
n 4, » ‚14 0,17 0,18 0,2 
e 5 - +0,18 0,12 — 0,16 0,19 
n 54, » 0,14 —» 0,14 0,10 0,19 
n 6 - —› 0,18 0,12 —> 0,15 0,11 
n 64, n 0,14 0,08 0,15 0,10 
„ 7 - —> 0,12 0,13 —> 0,18 0,10 
a Ton 0,14 0,12 0,10 — 0,10 
„ 8 - —› 0,18 — — 0,14 0,11 
n Bil » 0,13 — 0,11 0,12 
n 9 - => 0:18 ОЛЯ —>0,11 0,12 
n 9%, » 0,13 0,17 0,11 — 
» 10 - — 0,14 0,18 — 
n 10}„ » — 0,14 — — 
„ 11 ` — 0,12 — — 
” 114, n 0,15 — — — 
„ 12 - 0,11 — | — — 


1) Die Pfeile markieren die Zeitpunkte, wo Zucker einverleibt wurde. 
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Trotzdem habe ich spezielle Versuche über dies Verhält- 
nis angestellt, um eine Entscheidung hierüber liefern zu können. 
In den einschlägigen Versuchen wurde 1 bzw. 2 g und 5g 
Zucker jede Stunde einverleibt. Alles in allem wurden 106 
(10>< 1 р), 14g (7><? g), 20 g (10x<2g) und 25 g (Б><5д) 
eingeführt. Die Tabelle VIII zeigt die recht überraschenden 
Ergebnisse dieser Versuche. 

Zur besseren Übersicht sind die Ergebnisse von 3 Versuchen 
graphisch dargestellt worden. Die übrigen Versuche stimmen 
hiermit überein (Fig. 3, 4, 5). 
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Fig. 5. 









Die Versuche zeigen mit aller Deutlichkeit, daß die Auf- 
fassung Bangs nicht zutrifft. Jede Zuckerdosis bedingt ein 
Ansteigen des Blutzuckerspiegels, das in den ersten Stunden 
von einer recht konstanten Größe ist. Erst nach vielen (7 bis 10) 
Stunden wird der Effekt geringer und hört schließlich völlig 
auf. Es genügt aber eine nur kurze Zeit, um wieder einen 


positiven Ausschlag bei einer neuen Zuckerzufuhr zu bewirken. 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 8 
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Die sonderbare Tatsache, daß fraktionierte Dosen eine lang- 
dauernde Hyperglykämie hervorrufen, während dieselbe Zucker- 
quantität auf einmal eingeführt nur eine kurze vorübergehende 
bewirkt, läßt sich nicht durch eine mangelhafte Resorption in 
dem einen Falle erklären. Es wurde in jedem Versuch der 
Mageninhalt unmittelbar vor der letzten Injektion unter- 
sucht. Nie war Zucker zu finden. Und vom Darm aus geht 
die Resorption bekanntlich sehr schnell vor sich. Der Harn ent- 
hielt auch keinen Zucker. Eine Erklärung der Befunde dürfte vor- 
läufig nicht so leicht sein, und um so schwieriger, weil — wie 
erwiesen — verschieden große Zuckerquantitäten dieselbe Hyper- 
glykämie bewirken. Eine psychische Einwirkung dürfte jeden- 
falls ausgeschlossen werden können. Zudem wurde in mehre- 
ren Versuchen durch Blindversuche jede psychische Interferenz 
ausgeschlossen. Bei Bang (l. c., S. 59) findet man übrigens 
einen Versuch mit refrakten Dosen, der mit den angeführten 
Ergebnissen übereinstimmt. Nach Zufuhr von 5 g Glucose 
stieg an einem Kaninchen der Blutzuckergehalt von 0,09%, 
auf 0,17°/,. Nach 3 Stunden wurden 10 g Zucker einverleibt. 
Nach 1 Stunde wurden 0,18°/, Zucker gefunden. Nach weiteren 
4 Stunden wurden nochmals 10 g Zucker gegeben und jetzt 
stieg der Blutzucker auf 0,20°|,. 


IV. 

In den angeführten Versuchen wurde überall der Zucker 
als 8 bis 10°/ ige Lösungen eingeführt. Es fragt sich dann 
schließlich, inwieweit die Konzentration des Zuckers eine 
Bedeutung besitzt. Zur Erledigung dieser Frage wurde der 
Zucker — 1 bis 2 g — teils als 8 bis 10°/ ige Lösung und teils 
als 1 bis 2°/ ige Lösung eingeführt. Diese Versuche wurden 
immer an demselben Tierchen und demselben Tag (ein Ver- 
such morgens und der zweite und dritte abends) angestellt. 
Teils wurde die 10°/,ige Lösung zuerst eingespritzt, teils die 
1°/ ige. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. Zur besseren Übersicht sind ein paar Versuche graphisch 
wiedergegeben (Fig. 6 und 7). 

In Versuch 1 steigt der Blutzuckergehalt nach Eingabe 
von 1 g Zucker in 10 com Wasser von 0,10 bis 0,17°/, bzw. 
von 0,10 bis 0,14°/,, nach Einführung von 1 g іп 100 ccm 


eh, m — 
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Wasser abernurvon 0,10 
bis 0,12°/,. In demzwei- 
ten Versuch nach 1:10 
von 0,09 auf 0,149/,; 
nach 1:100 aber nur 
von 0,10 bis 0,11°/,. 

Bei Verwendung von 
2 g ist der Unterschied 
noch mehr hervortre- 
tend. Die Werte sind bei 
2:25 Wasser 0,12 bis 
0,18°/,, nach 2:100 
Wasser aber nur 0,12 
bis 0,14°/, (Versuch 3). 
In Versuch 4 war der 
Unterschied 0,11 bis 
0,1996 bzw. 0,10 bis 
0,16°/, (1:25) und 0,11 
bis 0,15°/,; in Versuch 5 
0,11 bis 0,16°/, bzw. 
0,10 bis 0,18°/, gegen 
0,09 bis 0,12°/,; und 
in Versuch 6 0,09 bis 
0,13%), bzw. 0,09 bis 
0,179, gegen 0,11 bis 
0,1190. (In drei Ver- 
suchen wurden 10 g 
Zucker іп 25 сет, 25ccm 
und 30 ccm Wasser ge- 
geben. Die absolute 
Steigerung war hier 0,10, 
0,13 und 0,11°/,, gegen- 
über durchschnittlich 
0,09°/, bei Verwendung 
von 10g Zucker : 100 g 
Wasser). 

Die Versuche wurden 
immer im Laufe des- 
selben Tages angestellt. 


Tabelle IX. 


2g 


2g 


16 


15 


Kaninchen Nr. 
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Die Versuchsanordnung bietet eine entscheidende Garantie 
dafür, daß eine psychische Mitwirkung ausgeschlossen werden 
kann. Die Versuche erlauben infolgedessen die wichtige Folge- 
rung, daß die Konzentration der eingeführten Zucker- 





Ge 6. 





lösung für die eintretende Hyperglykämie von ent- 
scheidender Bedeutung ist. Eine verdünnte Zuckerlösung 
bedingt keine oder eine unbedeutende Hyperglykämie, eine 
konzentrierte dagegen führt eine größere Steigerung des Blut- 
zuckergehaltes mit sich. 


у. 


Diese Tatsache könnte möglicherweise uns dazu verhelfen, 
dem eigentümlichem Verhältnis näherzutreten, дай man bei Ver- 
wendung von so verschiedenen Zuckermengen wie 1 bis 10 g 
etwa dieselbe Hyperglykämie findet. In den obigen einschlä- 
gigen Versuchen wurde überall sowohl bei 1 g wie bei 10 g 
Zucker dieselbe Zuckerkonzentration benutzt. Es wäre nun 
denkbar, daß in allen Fällen zuerst eine mehr konzentrierte 
Zuckerlösung, und zwar immer von ungefähr derselben Kon- 
zentration, resorbiert worden ist. Später wird nach und nach 
die resorbierende Zuckerlösung durch Mischung von Magen- 
darmsaft usw. entsprechend verdünnt. Diese verdünntere Zucker- 
lösung sollte dann keine weitere Hyperglykämie bedingen 
können. Es wäre auch gut denkbar, daß besonders direkt vom 
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Blute Wasser zum Darm abgegeben werden könnte. Das Wasser 
könnte dann als Zuckertransportmittel dienen und nachher, 
wenn der Zucker von den Depots fixiert worden ist, wieder 
als Substrat des Zuckertransportes dienen. Hiermit stimmt 
überein, daß refrakte Zuckerdosen fortwährend Hyper- 
glykämie bedingen können. Es existiert dann nach der an- 
fänglichen Zuckerresorption kein überschüssiger Zucker im 
Darm, der zum Übergang von Wasser in den Darm anregen 
könnte. 

Ist aber diese Hypothese zutreffend, so dürfte man durch 
kontinuierliche Wasserbestimmungen des Blutes vielleicht ent- 
sprechende Veränderungen des Wassergehaltes finden können. 
In den folgenden Versuchen — Tabelle X — wurde nach Zu- 
fuhr einer 30 bis 40°/ igen Zuckerlösung — 10 р Zucker — der 
Wassergehalt des Blutes nach der Mikromethode Bangs konti- 
nuierlich festgestellt. 


Tabelle X. 


Wassergehalt des Blutes nach Einfuhr von 10 g Zucker in 30, 25 und 
25 cem Wasser (Nr. 1, 2, 3) und nach Einfuhr von 25 cem Wasser 





(Nr. 4 und 5). 
Kaninchen Nr... . .. | 1 | 2 | 8 | 4 | 5 
Gewicht ng... ... | 1900 | 1425 | 1380 | 2100 | 1500 


Präexist. Wasser in °/, 1 82 | 83 | 82 | 85 | 88 


1/, Std. nach Zuckerzufuhr 
1 
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Aus den Versuchen geht hervor, daß der Wassergehalt 
entweder unverändert geblieben oder — in einem Versuch — 
gestiegen ist. Wir haben somit das Entgegengesetzte ge- 
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funden, als wir erwartet haben. Zucker wurde nicht aus- 
geschieden. Da nun nach Zufuhr von einer entsprechenden 
Wassermenge allein ohne Zucker (Tabelle X, Nr. 4 und 5) 
der Wassergehalt des Blutes sich ebenso verhält, kann man 
als Regel folgern, daß der Zucker keine wesentliche Änderung 
in dieser Beziehung bewirkt. In Versuch 2 ist aber ersicht- 
lich der Wassergehalt gestiegen, was vielleicht als ein Versuch 
von seiten des Organismus, der Steigerung des Blutzuckergehaltes 
entgegenzuwirken, gedeutet werden kann. 


Über ein colorimetrisches Verfahren zur quantitativen 
Bestimmung des Histidins. 
Von 
Moriz Weiß und Nikolaus Ssobolew. 


(Ausgeführt unter Leitung des a. ö. Prof. Dr. Otto v. Fürth 
im Physiologischen Institut der Wiener Universität.) 


(Eingegangen am 29. Oktober 1913.) 


Im Verlaufe von Untersuchungen über den Gehalt des 
Harns an organisch gebundenem Histidin ergab sich die Not- 
wendigkeit, uns mit der Technik der quantitativen Histidin- 
bestimmung näher zu befassen. Es stellte sich nämlich heraus, 
daß das mit Sorgfalt für die Technik der quantitativen Eiweiß- 
hydrolyse ausgearbeitete Steudelsche!) Verfahren, das auf der 
Überführung des Histidins in sein schwerlösliches Pikrolonat 
beruht, nicht ohne weiteres auf die Harnanalyse übertragen 
werden kann. 

Da das Histidin, wie Pauly’) festgestellt hat, durch die 
Eigenschaft ausgezeichnet ist, mit Diazoniumverbindungen schöne 
Farbenreaktionen zu geben, lag es immerhin nahe, festzustellen, 
ob diese Eigenschaft nicht einem colorimetrischen Bestimmungs- 
verfahren zugrunde gelegt werden könnte. Trotzdem die Chancen 
hierfür mit Rücksicht auf die Launenhaftigkeit und geringe 
Haltbarkeit der Reaktion sehr gering zu sein schienen, hat es 
sich dennoch im Laufe weiterer Untersuchungen herausgestellt, 
daß unter Einhaltung ganz bestimmter Versuchskautelen tat- 
sächlich ein quantitatives Histidinbestimmungsverfahren auf die 
schöne Rotfärbung, die das Histidin mit Diazobenzolsulfonsäure 
bei alkalischer Reaktion gibt, sehr wohl basiert werden kann. Wir 
teilen unsere diesbezüglichen Untersuchungen nachstehend mit. 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 44, 158. 
з) Zeitschr. f. phys. Chem. 42, 508. 
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1. Reagens und Standardlösung. 

Während Pauly ungelöste, frisch bereitete Diazobenzol- 
sulfosäure für seine Umsetzung verwendet, gingen wir, um 
stets ein Reagens von durchaus gleichmäßiger Zusammensetzung 
in Händen zu haben, von einem Reagensgemenge aus, ähnlich 
demjenigen, das P. Ehrlich für die Anstellung der Diazo- 
reaktion im Harne empfiehlt. Wir stellen uns folgende Lösungen 
her: Reagens A: Sulfanilsäure 4 g, konz. reine HCl 40 ccm, 
dest. Wasser 400 ccm. (Zur Lösung in der Kälte sind etwa 
24 Stunden erforderlich) Reagens В: !/,°/,ige Lösung von 
Natr. nitrosum in Wasser. Reagens C: Zur Alkalisierung ver- 
wenden wir nicht Ammoniak, sondern eine 10°/,ige Lösung 
von wasserfreiem Na,CO,. Zur Diazotierung der Sulfanilsäure 
wird 1 Teil des Reagens A mit 2 Teilen des Reagens B gemischt. 

Als Standardflüssigkeit dient eine Lösung von reinem 
Histidinmonochlorhydrat 1:10000. Das Histidin wurde einer- 
seits nach der Vorschrift Abderhaldens!) aus Pferdeblut dar- 
gestellt, andererseits wurde ein käufliches Histidinpräparat von 
Schuchardt verwendet. Beide Präparate wurden bis zur Kon- 
stanz des Schmelzpunktes umkrystallisiert. Die Standardlösungen 
halten sich nach Zusatz einiger Kubikzentimeter Chloroform 
monatelang unzersetzt. 


2. Ausführung der Reaktion. 

Wir fanden, daß eine Histidinlösung 1:10000 dann eine 
haltbare Diazoreaktion gibt, wenn dieselbe in folgender Weise 
ausgeführt wird: Zu 10ccm der Histidinlösung werden 1?/, ccm 
des Diazoreagens hinzugefügt. (Letzteres wird durch Ver- 
mischung von 1 Teil des Reagens A mit 2 Teilen des Reagens B 
am besten stets frisch bereitet, doch hält sich dasselbe immer- 
hin 24 Stunden.) Man mischt gut durch und fügt 3 ccm der 
Sodalösung hinzu. Nunmehr tritt nach Umschwenken eine 
Reaktion auf, die in bezug auf ihre Reinheit und Haltbarkeit 
ein Optimum?) darstellt. Dagegen führt jede Abweichung von 


1) Phys. Praktikum 1912, S. 103. 

з) Zur Beurteilung, ob wir eine Diazoreaktion als optimal zu be- 
zeichnen haben, genügen 5 bis 10 Minuten. Reaktionen, die sich inner- 
halb dieser Zeit nicht verändern und der Standardreaktion entsprechen, 
sind als optimal zu bezeichnen. 
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der angegebenen Relation der umgesetzten Substanzen zu einer 
Diazoreaktion, die weder haltbar noch durch reine Farbentöne 
charakterisiert ist. 

Das Prinzip der quantitativen colorimetrischen Histidin- 
bestimmung in Lösungen, die keine die Diazoreaktion hammenden 
Substanzen enthalten (в. ul ist nun folgendes: Die zu unter- 
suchende Flüssigkeit wird sukzessive so lange verdünnt, bis die 
letzte Verdünnung eine Diazoreaktion ergibt, die colorimetrisch 
der Diazoreaktion der Standardlösung (Histidinmonochlorhydrat 
1:10000) genau entspricht. Die Diazoreaktion wird mit den 
Verdünnungen in derselben Weise ausgeführt wie mit der Stan- 
dardlösung, d.h. zu je 10 ccm der zu bestimmenden Histidin- 
lösung werden 1!/, ccm der in der beschriebenen Weise diazo- 
tierten Sulfanilsäure und 3 ccm der Sodalösung hinzugefügt. 
Es wird so die Reaktion systematisch mit einer Serie von fort- 
laufenden Verdünnungen angestellt, solange bis bei stetem 
Vergleich mit der Standardlösung die Abnahme in der Inten- 
sität uns darüber belehrt, daß das Optimum schon überschritten 
ist. Wenn man ausgewählte Eprouvetten von genau gleicher 
Lichtung anwendet, so bietet der Anblick der nebeneinander 
aufgestellten Verdünnungsskala zumeist eine ausreichende Orien- 
tierung. Zur noch schärferen Entscheidung der Frage, welche von 
den aufgestellten Proben in ihrer Färbung der Standardreaktion 
genau gleichkommt, pflegen wir uns jedoch eines Colorimeters 
von Dubosq zu bedienen. 


8. Beispiel. 

Ein Beispiel mag unseren Vorgang erläutern: Hätten wir 
200 ccm einer 1°/,igen Histidinlösung vor uns, so würde die 
optimale Reaktion überschritten sein, wenn wir mehr als 100 mal 
verdünnt haben. Es würde also die 101 malige Verdünnung 
der Lösung schon eine schwächere, als die der Standardlösung 
entsprechende (optimale) Reaktion ergeben und die 100 malige 
Verdünnung sich beim colorimetrischen Vergleich als der Standard- 
reaktion genau entsprechend erweisen. Die Übereinstimmung 
belehrt uns darüber, daß 1 ccm der untersuchten Flüssigkeit 
ebensoviel Histidin enthält wie eine Histidinlösung von 0,01°/,, 
das ist !/ mg Histidin. Da uns 200ccm Flüssigkeit vorlagen 
und wir dieselbe 100fach verdünnt hatten, ergibt sich die Ge- 
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samthistidinmenge x == 0,0001 · 200.100 = 2,0 g Histidinmono- 
chlorhydrat. 

Nehmen wir an, der Histidingehalt der obigen Lösung wäre 
uns unbekannt und sollte erst ermittelt werden, so würde sich 
der Vorgang etwa folgendermaßen gestalten: 10 ccm der Flüssig- 
keit werden mittels Pipette in eine Eprouvette gebracht und 
dazu unter Umschwenken 1!/,ccm des frisch bereiteten Diazo- 
reagens und 3 ccm der Sodalösung hinzugefügt. Man erhält 
so in unserem Falle eine Reaktion, die fast als negativ zu be- 
zeichnen wäre und bei oberflächlicher Beurteilung die Meinung 
vortäuschen könnte, es sei überhaupt kein Histidin vorhanden. 
Das Histidin hat nämlich die Eigenschaft, in stärkerer Kon- 
zentration auf die Diazoreaktion selbst hemmend einzuwirken, 
daher man gerade in konzentrierten Lösungen die Anwesenheit 
des Histidins am leichtesten übersehen kann. Man wird sich 
daher mit dem negativen Ausfall der Reaktion nicht zufrieden 
geben dürfen, sondern verdünnen. Zunächst etwa auf das 


Doppelte. Mit 10 ccm dieser Verdünnung — Е (onzentration) 


wird die Reaktion genau so wie früher ausgeführt. Nunmehr 
fällt eine etwas stärkere Färbung auf. Man stellt nun eine 
Serie mit verschiedenen Verdünnungen auf, z. В. K/5, K/20, 
K/40, K/80, K/160. Wir sehen, daß die Reaktion mit zu- 
nehmender Verdünnung allmählich an Intensität zunimmt, bis 
sie eine Zeitlang sich innerhalb der Farbenbreite der Standard- 
reaktion hält. Solange dies der Fall ist, müssen die Verdün- 
nungen fortgesetzt werden. Erst nach Überschreitung der Ver- 
dünnung K/100 wird die Färbung zusehends schwächer. K/160 
ergibt daher eine zu schwache Diazoreaktion, К/80 dagegen 
eine der Standardreaktion annähernd entsprechende. Da К/160 
unbedingt zu schwach ist, so interpolieren wir einen mittleren 
Wert zwischen К/80 und K/160, d. і. X/120. Wir überzeugen 
uns, daß auch K/120 eine schwächere als die optimale Re- 
aktion ergibt, und wissen somit, daß der gesuchte Wert zwischen 
K/80 und XK/120 liegt; wir interpolieren wieder den Mittel- 
wert, d.i. K/100, und finden denselben genau der Standard- 
reaktion entsprechend. Um uns mit Sicherheit zu überzeugen, 
daß wir uns in der richtigen Breite befinden, stellen wir noch 
die Verdünnung X/110 her und überzeugen uns, daß K/110 
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such eine zu schwache Diazoreaktion ergibt. Die beste Über- 
einstimmung bei der größtmöglichen Verdünnung zeigt K/100. 
Daher ist dies tatsächlich der gesuchte Wert und die Gesamt- 
menge des Histidins in diesen 200 ccm = 200-100-0,0001 
= 2 g. 

4. Beleganalysen. 

Die Brauchbarkeit der Methode wird durch folgende Analysen 
illustriert, wobei zu bemerken ist, daß der Histidingehalt der 
analysierten Lösung dem Untersucher stets unbekannt war. 

а) 75ccm einer !/,°/,igen Lösung von Histidinmonochlorid 
enthalten 0,375 g. Colorimetrisch wurde die optimale, also der 
1:10000 Histidinlösung entsprechende Diazoreaktion bei 51 facher 


Verdünnung gefunden. Der Histidingehalt berechnet sich dar- 
75-51 


b) 80ccm einer 1°/,‚igen Histidinlösung wurden mit Wasser 
auf das 3 fache verdünnt; somit lagen 240 ccm mit einem Histidin- 
gehalt von 0,080 g vor. Die colorimetrische Bestimmung ergab 
die optimale Reaktion bei 3 !/, facher Verdünnung. Der Histidin- 


940.1 
2.10000 2084 8. 


с) 20ccm einer 1°/ „igen Histidinlösung mit einem Gehalte 
von 0,020 g wurden genau nach Kossel und Kutscher!) mit 
Silbernitrat gefällt; der Niederschlag wurde nach dem Zerreiben 
mit Reibsand und Zusatz verdünnter Schwefelsäure mit H,S 
zerlegt und nach dem Vertreiben des H, mittels Na,CO, neutra- 
lisiert. Die colorimetrische Bestimmung ergab einen Histidin- 
gehalt von 0,0185 g. Der Silberniederschlag aus derselben Menge 
einer 1°/ igen Lösung wurde statt mit H,S mit verdünnter НС] 
zerlegt. Im Filtrat wurde nach Neutralisation durch die colori- 
metrische Bestimmung 0,019 g gefunden. 

д) 125ccm einer 1°/ „igen Histidinlösung wurden mit 
Wasser 3 mal verdünnt und weiterhin noch 100 ccm Wasser hinzu- 
gefügt. Somit lagen 475 ccm Flüssigkeit mit einem Histidin- 
gehalte von 0,125 g vor. Colorimetrisch wurde die optimale Reak- 
tion bei 2!/„ facher Verdünnung gefunden. Somit der Histidin- 


wert 2 == 475. == 0,119 р. 


gehalt berechnet sich somit auf 


2.10000 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 81, 165. 
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5. Einfluß hemmender Substanzen. 


Es war schon früher von der hemmenden Wirkung die 
Rede, welche ein Histidinüberschuß auf die Diazoreaktion aus- 
übt, doch haben wir gesehen daß man durch entsprechend 
starke Verdünnung diese Fehlerquelle leicht auszuschalten ver- 
mag. Schwieriger dagegen liegen die Verhältnisse, wenn sich 
das Histidin in einer Lösung findet, welche andere Substanzen 
enthält, die das Diazoreagens binden und daher für sich in 
Anspruch nehmen. Es kann geschehen, daß bei Gegenwart 
größerer Mengen derartiger hemmender Substanzen das Reagens 
durch dieselben derart mit Beschlag belegt wird, daß für das 
Histidin nichts mehr übrig bleibt, die Farbenreaktion demnach 
ausbleibt. In solchen Fällen wird die Reaktion alsbald zum 
Vorschein kommen, wenn man weitere Mengen des Diazoreagens 
hinzufügt. 

In besonders störender Weise machten sich derartige hem- 
mende Einflüsse geltend, als wir an den Versuch herangingen, 
die im Harne in organisch gebundener Form enthaltenen Histidin- 
mengen colorimetrisch zu bestimmen. Wir beabsichtigen auf 
die Frage der quantitativen Histidinbestimmung im Harne, 
die noch den Gegenstand besonderer Untersuchungen bildet, 
hier noch nicht näher einzugehen. Es sei nur bemerkt, daß 
die Hauptmenge des Histidins im Harne nicht in freier Form, 
sondern in Form komplexer Verbindungen anscheinend aus der 
Kategorie der Proteinsäuren auftritt. Trotzdem der Histidin- 
gehalt des normalen Harnes groß genug ist, um nach unserer 
Methode als freies Histidin eine starke Diazoreaktion zu geben, 
wird die letztere im allgemeinen durch die hemmenden Sub- 
stanzen derart maskiert sein, daß es besonderer Prozeduren 
bedarf, um sie ans Tageslicht zu bringen. Als solche Proze- 
duren gelangten unter anderen Säurehydrolyse mit nachfolgen- 
der Beseitigung des Ammoniaks durch Magnesiadestillation, 
ferner Barytfällung, Bleiacetatfällung u. dgl. zur Anwendung. 
Am zweckmäßigsten erscheint es selbstverständlich, die Isolierung 
des Histidins nach einem ähnlichen Verfahren, wie es von Kossel 
und Kutscher in so erfolgreicher Weise für die Eiweißhydrolyse 
ausgearbeitet worden ist (Silberbarytfällung) vorzunehmen. 
Doch möchten wir nicht unerwähnt lassen, daß auch in derartigen 
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isolierten „Histidinfraktionen“ noch immer hemmende Substanzen 
in solcher Menge vorhanden sein können, daß die Ausführung 
der Histidinbestimmung in der oben angegebenen Art nicht mög- 
lich ist. Für derartige Fälle ergab sich die Notwendigkeit, unser 
Bestimmungsverfahren zu modifizieren. 


6. Prinzip der colorimetrischen Bestimmung des Histidins 
bei Gegenwart hemmender Substanzen. 


Bei der Ausarbeitung einer colorimetrischen Methode der 
Histidinbestimmung in Lösungen, die hemmende Substanzen 
enthalten oder enthalten können, ließen wir uns von folgendem 
Gedankengange leiten. Da die hemmenden Körper einen Teil 
der Diszobenzolsulfonsäure binden, so mußte für sie eine adä- 
quate Menge dieses Reagens vorhanden sein. Es war daher 
notwendig, die Quantität von 1,5 ccm diazotierter Sulfanilsäure, 
die sich für 10 ccm reiner Histidinlösungen als ausreichend 
erweist, um in einer 1:10000-Lösung eine optimale Reaktion 
zu erzeugen, entsprechend zu steigern. Würden z. B. die hem- 
menden Substanzen für sich 2ccm Diazobenzolsulfonsäure be- 
nötigen, so waren 1,5 -+ 2ccm des Reagens erforderlich, um in 
einer 1:10000-Histidinlösung, welche diese hemmenden Sub- 
stanzen enthält, doch noch eine optimale Reaktion zu erzeugen. 
Da jedoch die Menge der hemmenden Substanzen uns niemals 
bekannt war, so mußte durch sukzessive Variation der Quanti- 
tät der diazotierten Sulfanilsäure bei gleichzeitiger Verdünnung 
der Histidinlösung erst praktisch ermittelt werden, mit welcher 
Menge des Reagens eine optimale Diazoreaktion entsteht. 

Während wir uns daher bei der Ausführung der Histidin- 
bestimmung in reinen Lösungen damit begnügen konnten, nur 
die Konzentration der Histidinlösung jeweilig zu variieren und 
stets die gleichen Mengen Diazoreagens (1,5 ccm auf 10ccm der 
Histidinlösung) anwandten, mußten wir nunmehr bei Gegenwart 
hemmender Substanzen mit zwei Variablen arbeiten, und einer- 
seits wie früher die Verdünnung der Histidinlösung, ander- 
seits aber auch die Menge des angewandten Reagens 
variieren, um so auf tastende Weise die optimale Reaktion 
festzustellen. Um uns die Möglichkeit zu wahren, die Menge 
des Diazoreagens zu variieren, haben wir bei Gegenwart hem- 
mender Substanzen die Standardlösung so hergestellt, daß ihr 
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Volumen 20 ccm betrug (i. e. 10 ccm Histidin + 1,5 Diazoreagens 
-+ 3 cem Sodalösung + 5,5 cem H,O = 20 ccm). Wir gewannen 
dadurch die Möglichkeit, die Menge des angewandten Diazo- 
reagens zwischen 1,5 bis 7 ccm je nach Bedarf zu ändern. Je 
reiner die Histidinfraktion dargestellt wird, desto mehr treten 
naturgemäß die hemmenden Substanzen im Verhältnis zum 
Histidin in den Hintergrund und desto weniger wird man in 
praxi in die Lage kommen, von einem so weiten Variations- 
spielraum des Diazoreagens Gebrauch zu machen. 

Wie bei reinen Histidinlösungen wird auch jetzt die 
optimale Diazoreaktion, die der Standarddiazoreaktion 
(auf 20 ccm verdünnt) bei der größtmöglichen Ver- 
dünnung der Ausgangsflüssigkeit entspricht, zu er- 
reichen getrachtet. Das Überschreiten derjenigen Ver- 
dünnung, die eine optimale Reaktion ergab, durch eine nahe 
daran liegende Verdünnung, die sie nicht mehr gibt, zeigt das 
Ende der Bestimmung an. Die Verdünnungszahl, multipliziert 
mit der Quantität der Ausgangsflüssigkeit und dividiert durch 
10000, ergibt wie früher die Menge des Histidins. 

Wir müssen ebenso, wie dies im ersten Abschnitte schon 
beim reinen Histidin aueeinandergesetzt wurde, uns stets durch 
weitere Verdünnungen vom zu- oder abnehmenden Charakter 
der Diazoreaktion überzeugen. Einen großen Überschuß an 
Reagens erkennen wir an der dunkelroten Farbe der Diazo- 
reaktion. Diese geht bei einigem Zuwarten in einen schmutzig- 
braunen Farbenton über, der den reinen, haltbaren Tönen der 
Standarddiazoreaktion keineswegs entspricht. 

Ein allgemeines Schema möge das Prinzip erläutern. K bedeute 
die Ausgangskonzentration, der Exponent die Menge der Di- 
azobenzolsulfonsäure, der Nenner die Verdünnung der ursprüng- 


5 
lichen Konzentration. =. bedeutet z.B., daß die Ausgangs- 


lösung auf das 6fache verdünnt und 5 ccm Diazobenzolsulfo- 
säure angewendet wurden (somit 10 ccm der 6fach verdünnten 
Ausgangsflüssigkeit 4 5 ccm Reagens + 3ccm Na,CO, + 2 ccm 
H,O = 20 ccm). Das Schema des Verfahrens bei Gegenwart 
von hemmenden Substanzen unter Variation des Verdünnungs- 
grades und der angewandten Reagensmengen würde also 
lauten: 
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Eine wesentliche Vereinfachung und Abkürzung ergibt sich 

aus der Betrachtung, daß, wenn ich z. В. sehe, daß ich mit K’ 

eine der optimalen Reaktion nahestehende Diazoreaktion erhalte, 

ich mir bei der 2fachen Verdünnung (also unserem Schema ent- 
K? К°з Кв 

sprechend in der Reihe von К/2) die Proben Erle, und 


К»! ; — 
ohne weiteres ersparen kann. Denn es ist einleuchtend, 





daß, wenn die Reagensmenge bei К genügt, um die hemmenden 
Substanzen so zurücktreten zu lassen, daß zumindest eine der 
optimalen nahe Diazoreaktion entsteht, sie bei К/2, K/4 usw. 
z. B. erst recht genügen muß. Würden wir, um ein anderes 
Beispiel heranzuziehen, bei К/10 mit 3 ccm Reagens eine der 
optimalen nahestehende Reaktion erhalten, so wird bei К/11 
die notwendige Reagensmenge auch höchstens 3 ccm betragen 
K? Kr K® 
und auch wieder die Anstellung der Proben КТЕ SE 


К З“» 
Ыв FTE überflüssig machen. 

Das Schema sieht daher in praxi etwa folgendermaßen 
aus, wobei die Umrahmung die der optimalen zunächststehende 
Reaktion anzeigt, während die darauffolgenden schon schwächer 
ausfallen. 


1. Ei Ei, Ке, Ki, [КҶ, К, Kt 
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Die Reaktionen in der 5. Reihe fallen schon durchaus 
schwächer aus, als der optimalen entspricht; daher ist Е wie 


man sich auch colorimetrisch überzeugen kann, optimal. 


7. Beleganalysen. 


Von der Verläßlichkeit dieser Methode haben wir uns 
überzeugt, indem wir den Histidinwert in Fraktionen mit 
hemmenden Substanzen bestimmten, dann eine bekannte 
Menge Histidin hinzufügten und neuerdings eine Be- 
stimmung vornahmen. 

a) Ein aus 2000 com Harn hergestellter Barytsirup [Proteinsäure- 
fraktion!)] wurde in 300 ccm Flüssigkeit aufgenommen. Diese ergab bei 
10facher Verdünnung mit 3 ccm diazotierter Sulfanilsäure die optimale 
Reaktion, enthielt also 0,300 Histidin, oder richtiger so viel Histidin, als 
colorimetrisch 0,3 Histidinmonochlorhydrat entspricht. Zu 120 com dieser 
Histidinlösung, die 0,120 g enthalten, wurden hinzugefügt 35 ccm einer 
1°/„igen Lösung, die somit 0,085 g enthalten. Zusammen waren also 
jetzt 155 com Flüssigkeit mit einem Gesamtgehalte von 0,120 -+ 0,035 
= 0,155 g Histidin vorhanden. Die neuerdings vorgenommene Bestimmung 
ergab bei 10facher Verdünnung und mit 2!/,com diazotierter Sulf- 
anilsäure die optimale Reaktion. Der Histidingehalt beträgt somit 
155 x 10 : 10000 = 0,155 р. 


Somit enthalten. . . . 0,155 р, 
gefunden . . . . . . 0,1558. 


b) Von diesen 155 com, die 0,155 g Histidin enthalten, blieben nach 
Vornahme der Bestimmung noch 110 ccm übrig. Hierzu kamen 0,095 g 
trockenes Histidinmonochlorid. Somit waren jetzt in 110 ccm enthalten 
0,110 + 0,095 = 0,205g. Es werden sofort 10 ccm der vorhandenen 
Flüssigkeit 8mal verdünnt und zunächst 3, dann 2!/„ und 2com diazo- 
tierter Sulfanilsäure angewendet. Da 2ccm des Reagens noch schöne 
Diazoreaktion ergeben, so werden auch 1!/, ccm versucht. Diese Reagens- 
menge ergibt jedoch bei der 8ѓасһеп Verdünnung eine zu schwache Re- 
aktion. Es wird die 10fache Verdünnung vorgenommen und mit 2 und 
11/, ccm Reagens gearbeitet. Man erhält noch immer die beste Reaktion 
bei Anwendung von 2ccm. Als nächste Verdünnung wird die l5fache 
gewählt. Jetzt erhalten wir auch mit 1:/, eem Reagens schon eine der 
optimalen nahestehende Diazoreaktion.e Es wird nun 20mal verdünnt. 
Hierbei ergibt sich mit 2 und (Leem schon eine zu schwache Reaktion, 
daher ist die 20fache Verdünnung zu stark. Es wird daher herunter- 
gegangen und 18 ша] verdünnt. Bei dieser Verdünnung erhalten wir mit 


1) Die Abwesenheit von Tyrosin, das bekanntlich ebenfalls eine 
Diazoreaktion gibt, wurde stets durch den negativen Ausfall der Millon- 
schen Reaktion sichergestellt. 
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11/, eem optimale Reaktion. Der Gehalt berechnet sich somit auf Grund 
der oolorimetrischen Bestimmung auf 110 >< 18: 10000 = 0,198. 


Somit enthalten. . . . 0,205 р, 
gefunden . . . . . . . 0198р. 


с) Eine Proteinsäurefraktion eines normalen Harnes (Millon negativ) 
enthielt colorimetrisch bestimmt in 140 ccm 0,126 g Histidin, 50 ccm da- 
von somit 0,045 р. Hierzu kamen 200 ccm einer 1: 10000 Histidinlösung. 
Zusammen sind also jetzt in 250 ccm 0,045 + 0,020 = 0,065 р enthalten. 
Die colorimetrische Bestimmung ergab optimale Reaktion bei 2°/,facher 
Verdünnung und 3!/,ocm Reagens. 

250 >< 28, 


Somit 2 == —ту бууу 


== 0,068 g. 


Zusammenfassung. 


Die von Pauly zum Nachweise des Histidins angegebene 
Farbenreaktion mit Diazobenzolsulfosäure kann unter Ein- 
haltung bestimmter Versuchsbedingungen für die colorimetrische 
Bestimmung desselben verwertet werden. Einer solchen wird 
zweckmäßigerweise die Abtrennung des Histidins von anderen, 
eine ähnliche Reaktion gebenden Substanzen (wie Tyrosin) und 
störenden Beimengnngen nach den Prinzipien des Kosselschen 
Darstellungsverfahrens (Fällung als Silberverbindung mit Baryt) 
vorausgehen. Als Reagens dient ein frisch bereitetes Gemenge 
einer salzsauren Sulfanilsäurelösung mit Natriumnitrit (1:2). 
UL ccm desselben werden mit 10 ccm der zu prüfenden, ent- 
sprechend verdünnten Flüssigkeit gemengt; sodann werden 
3 ccm einer 10°/,igen Natriumcarbonatlösung hinzugefügt. Die 
eintretende Rotfärbung wird in bezug auf ihre Intensität mit 
einer entsprechend behandelten Lösung von salzsaurem Histidin 
1:10000 (1*/, ccm Reagens + 10 ccm Histidinlösung 4 3 ccm 
Na,CO, 10°/,) verglichen. Durch serienweise angestellte Ver- 
dünnungsversuche der zu prüfenden Flüssigkeit wird jener 
Verdünnungsgrad ermittelt, bei dem die Probe und die Test- 
flüssigkeit (Histidinchlorid 1: 10000) dieselbe Färbungsintensität 
aufweisen. Zur Feststellung der Endreaktion kann ein Du- 
bosqsches Colorimeter benutzt werden. 

Bei Anwesenheit von hemmenden Substanzen muß außer 
dem Verdünnungsgrade der Histidinlösung auch die Menge des 
angewendeten Reagens durch entsprechend angeordnete Serien- 
versuche variiert werden, 
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Über die Aufhebung der Blutgerinnung in der 
Pleurahöhle. 


Von 


Alfred Zahn (Freiburg) und Chandler J. Walker (Boston) 
(Aus der Medizinischen Poliklinik Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 30. Oktober 1913.) 


Bei Versuchen an freigelegten Hundeherzen beobachteten 
wir, daß Blut, das sich während der Eröffnung des Thorax in 
der Brusthöhle ansammelte, flüssig blieb. Das Flüssigbleiben 
des Blutes in der Pleurahöhle ist schon lange bekannt. Man . 
erklärte diese Erscheinung bisher mit der Annahme, daß die 
Pleurawand infolge der Glätte ihre Endothelauskleidung das 


Eintreten der Blutgerinnung verhinderte. 

So schreibt Perthes?!) іп dem neuen Lehrbuch der Chirurgie von 
Wullstein und Wilms: „Dem ergossenen Blut gegenüber verhält sich 
die Pleura ähnlich wie die Intima eines Blutgefäßes zu seinem Inhalt. 
Das Blut bleibt flüssig, und nur da, wo der Endothelbelag zerstört ist, 
kommt es zur Gerinnselbildung. Man findet daher im Hämothorax bald 
nur flüssiges Blut, bald auch reichliche Gerinnsel.“ Eine ganz ent- 
sprechende Darstellung und Deutung des Hämothorax gibt Forgue?°) in 
seinem Lehrbuch der externen Pathologie unter Hinweis auf die Unter- 
suchung von Trousseau und Leblanc, М№ё1абор (1880), Penzoldt 
(1876), Ledderhose (1885), Pagenstecher (1895), Tuffier und 
Milian (1901°). 

Diese Erklärungsweise trifft indessen nicht den Kern der 
Sache, wir konnten nämlich feststellen, daß Blut, das in der 
Pleurahöhle flüssig bleibt, auch in vitro nicht gerinnt. 

Wir haben nun diese Erscheinung weiter verfolgt und 


zunächst zu ermitteln gesucht, an welche Bedingungen die Auf- 


1) Wullstein und Wilms, Lehrbuch der Chirurgie, Jena 1908, 
Bd. 1, 8. 470. 

1) Е. Forgue, Pathologie externe, Bd. 2, S. 295 (Collection L. Testut), 
Paris 1908. 

3) Die Arbeiten der von Forgue zitierten Autoren waren uns im 
Original nicht zugänglich. 
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hebung der Blutgerinnung geknüpft ist. Zu diesem Ende haben 
wir am eröffneten Thorax bei ausgiebiger Ventilation der Lunge 
aus einer Art. mamm. int. einige Kubikzentimeter Blut in die 
Brusthöhle fließen lassen (vgl. Versuch 1). Schon nach 2 bis 
3 Minuten war das Blut gerinnungsunfähig geworden. Dasselbe 
fand auch am geschlossenen Thorax bei spontaner Atmung 
statt, wenn wir das Blut aus einer Carotis durch eine gut ge- 
reinigte Glaskanüle direkt in den Brustraum leiteten. 

Die Versuche gelangen regelmäßig, wenn dafür gesorgt 
wurde, daß das Blut in möglichst ausgiebigen Kontakt mit dem 
Pleuraendothel kam. Es konnte dies durch langsames Ein- 
strömenlassen des Blutes in den Thorax und genügend große 
Exkursionen der Lungenbewegungen erreicht werden. Größere 
Blutmengen gerannen stets und vollständig bei stillstehenden 
Lungen, sie blieben teilweise flüssig, wenn das Blut bei be- 
wegten Lungen relativ rasch in den Brustraum einfloß. So 
fanden wir bei einer Katze (Versuch 1), die wir gegen Ende 
des Versuchs sich aus der Aorta in den Thorax verbluten 
ließen, in beiden Pleurahöhlen 22 g Blut, wovon 16g un- 
geronnen geblieben waren. 

Auch außerhalb des Thorax gelang die Aufhebung der 
Blutgerinnung, wenn wir in einer flachen Schale Blut auf eine 
ausgeschnittene Lunge (Lungenlappen) träufeln ließen und dabei 
ständig die Lunge in dem Blute umrührten. Nur war es nötig, 
eine Berührung des Blutes mit der Lungenschnittfläche mög- 
lichst zu vermeiden. Eine Ausscheidung von Fibrin auf der 
Lungenoberfläche konnten wir dabei weder makroskopisch noch 
mikroskopisch feststellen. 

Dagegen schlugen alle Versuche, mit Extrakten von Pleura-!) 
oder Lungengeweben die Blutgerinnung zu verhindern, voll- 
ständig fehl. Wir fanden dabei im Gegenteil eine deutliche 
Verkürzung der Gerinnungszeit, besonders bei Anwendung von 
Lungenextrakt (Versuch 7). Diese Befunde stehen im Einklang 
mit den Ergebnissen von 8. Ichikawa?), der feststellen konnte, 


1) Wir benützen Extrakte der Pleura costalis und der Pleura pul- 
monalies. 

з) S. Ichikawa, Versuche über die Wirkung von Organextrakten, 
insbesondere ihren Einfluß auf die Blutgerinnung. Centralbl. f. Immuni- 
tätsf. u. experim. Ther. 18, Heft 2, 166, 1913. 

g% 
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daß Lungenextrakt von allen Organextrakten am intensivsten 
die Blutgerinnung beschleunigt. 

M.Doyon'), A Morel und М. Kareff hatten angegeben, 
daß Blut innerhalb weniger Stunden ungerinnbar wird, wenn 
man es im Mörser mit zerhacktem Lungengewebe verrührt. 
Als Ursache dieser Erscheinung nahmen die genannten Autoren 
eine Veränderung des Fibrinogens vor. In einer späteren Mit- 
teilung?) haben sie allerdings ihren ersten Bericht wesentlich 
modifiziert, da es ihnen nicht gelang, durch Extrakte, die aus 
zerriebenen, gefrorenen Lungengeweben erhalten waren, die Ge- 
rinnung des Blutes zu verhindern. Wir haben nicht nur mit 
Extrakten keine Gerinnungsverzögerung erzielt, sondern auch 
dann nicht, wenn wir Gewebsstücke auf das Blut einwirken 
ließen. Es blieb dabei freilich die Möglichkeit offen, daß die 
gerinnungsfördernden Stoffe des Lungen- oder Pleuragewebes 
die hemmenden überwiegen könnten. Wir haben daher in 
einigen Versuchen die Extrakte bzw. Gewebsstücke Blutproben 
zugesetzt, die durch Hirudin oder Oxalate ungerinnbar gemacht 
waren. Diese Gemische kamen sodann für einige Stunden in 
den Brutschrank. Durch Zugabe von Thrombin (oder Serum) 
bzw. Kalksalzen in genügender Menge konnten die Proben 
jedoch regelmäßig wieder zur Coagulation gebracht werden. Das 
Vorhandensein gerinnungshemmender Stoffe im Lungen- und 
Pleuragewebe konnten wir somit nicht feststellen (vgl. Versuch 7). 

Wir haben unsere Versuche an Hunden (Narkose Morphin), 
Katzen (Narkose Paraldehyd oder Urethan) und Kaninchen 
(Narkose Urethan) angestellt, bei allen diesen Tierarten mit dem 
gleichen Erfolg. 

Es fand sich ferner, daß auch artfremdes Blut in der 
Pleurahöhle ungerinnbar wird. Es wurde menschliches (durch 
Venenpunktion gewonnenes) Blut, sowie Kaninchenblut in der 
Katzenpleurahöhle, anderseits Katzenblut in der Pleurahöhle 
des Kaninchens gerinnunfähjg. 

Endlich gelingen diese Versuche auch, wenn das Blut mit 
Hirudin (vgl. Versuch 16) oder Witte-Pepton vorbehandelt ist. 


1) М. Doyon, A. Morel et M. Kareff, Action du tissu pulmo- 
naire sur la coagubilit& du sang. Compt. rend. Soc. Biol. 58, 705, 1905. 

D Dieselben, A propos de l’action du pumon sur le sang. Compt. 
rend. Soc. Biol. 58, 851, 1905. 
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Zusätze von Thrombin oder Serum bzw. Thrombokinase (Leber- 
extrakt), die das Kontrollblut wieder regelmäßig zur Gerinnung 
brachten, blieben bei „Pleurablut“ ohne Wirkung. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Untersuchung be- 
stand darin, festzustellen, welche Veränderung das Blut selbst 
in der Pleurahöhle erfährt. Da zeigte sich nun zunächst die 
überraschende Tatsache, daß Blut, das einige Zeit mit dem 
Pleuraendothel in Kontakt war, nicht nur spontan nicht mehr 
koaguliert, sondern daß es überhaupt auf keine Weise mehr 
zur Gerinnung gebracht werden kann. Zusätze von Kalksalzen, 
Thrombin (oder Serum), Thrombokinase (Organextrakten) in 
allen denkbaren qualitativen und quantitativen Kombinationen 
blieben regelmäßig ohne Effekt (vgl. Versuch 1). Andererseits 
vermochten stets Zusätze von Pleurablut zu reinen Fibrinogen- 
lösungen diese zum Gerinnen zu bringen, ein Beweis dafür, daß 
ев im Pleurablut an dem zum Gerinnungsprozeß nötigen Fer- 
menten nicht mangelt (vgl. Versuch 16). 

Diese Befunde machten es sehr wahrscheinlich, daß die 
Ungerinnbarkeit des Pleurablutes in einer Veränderung des Ge- 
rinnungssubstrates, also des Fibrinogens, beruhen muß. Tat- 
eächlich fielen denn auch die üblichen Reaktionen auf Fibrinogen 
im Pleurablut negativ aus (vgl. Versuch 1). 

Es lag nun nahe, die Versuche mit Fibrinogenlösungen zu 
wiederholen. Wir stellten diese Lösungen nach der von Nolf 
modifizierten Kochsalzfällungsmethode von Hammarsten?) her, 
und zwar benutzen wir dazu sowohl arteigenes wie artfremdes 
Blut. Das Ergebnis war, daß diese Lösungen flüssig blieben, 
solange sie іп der Pleurahöhle waren, daß sie jedoch in vitro 
sofort gerannen (Versuch 15). Diese Erscheinung konnte nun 
darin ihren Grund haben, daß das Fibrinogen in den künst- 
lichen Lösungen mit dem genuinen Gerinnungssubstrate des Blutes 
nicht identisch ist. Wir haben deshalb in mehreren Versuchen 
Hirudinplasma in die Pleurahöhle gebracht. Merkwürdiger- 
weise wurde aber dieses Plasma nicht ungerinnbar, es konnte 
durch Zusatz von Thrombin oder Serum in genügenden Mengen 
stets wieder zur Koagulation gebracht werden (vgl. Versuch 17). 

1) Über die Einzelheiten der Methode vergleiche Р. Morawitz, 


„Die Blutgerinnung“, in Abderhaldens Handb. d Biochem. Arbeits- 
methoden 5, Teil 1, 8. 253£f. 
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Über den Mechanismus der Veränderung des Blutes durch 
das Pleuraendothel vermögen unsere Versuche nichts Näheres 
auszusagen. Beachtenswert erscheint uns in dieser Hinsicht 
die Beobachtung, daß Hirudinblut in der Pleurahöhle unge- 
rinnbar wird, Hirudinplasma dagegen nicht. Dies legt die 
Möglichkeit nahe, daß bei der Aufhebung der Gerinnungsfähig- 
keit des Blutes in der Pleurahöhle die Formelemente des Blutes 
in irgendeiner Weise beteiligt sind. 

Um eine der Fibrinolyse analoge Erscheinung handelt es 
sich bei diesem Vorgange wahrscheinlich nicht. Fibrin wird, 
wie wir uns überzeugen konnten, in der Pleurahöhle nicht ge- 
löst, jedenfalls nicht in einer so kurzen Zeit, wie sie zur Auf- 
hebung der Blutgerinnung nötig ist. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen lassen sich somit 
folgendermaßen zusammenfassen: 


Blut wird in der Pleurahöhle ungerinnbar, wenn 
es Gelegenheit hat mit dem Pleuraendothel in aus- 
giebigen Kontakt zu kommen. 

Die Aufhebung der Blutgerinnung ist eine defi- 
tive und beruht auf einer Veränderung desGerinnungs- 
substrates, des Fibrinogens. 

Möglicherweise spielen bei diesem Vorgang neben 
dem Pleuraendothel Formelemente des Blutes eine 
Rolle. 


Versuche. 


Es würde zu weit führen, hier alle Versuche (26) einzeln anzuführen. 
Wir beschränken uns daher auf die Wiedergabe der zum Teil gekürzten 
Protokolle einiger typischer Experimente. 


Versuch 1 
(Katze) vom 9. VII. 1912. 

Narkose: Paraldehyd, Thorax eröffnet, künstliche Atmung. 

5% 35° Es werden ca. 5 com Blut aus der linken Art. mamm. int. in 
den Thorax einlaufen lassen. 

5640’ 1 com dieses Blutes entnommen: gerinnt nicht. 

Ba AN 1 n n n n n n 

Dieser Versuch wird mehrfach wiederholt. In dem aus der Pleura- 
höhle entnommenen Blute wird der Nachweis des Fibrinogens nach der 
Reyeschen Methode versucht mit 6 сот Plasma, 15 com Aq. dest., 8 oom 
gesättigter neutraler Ammoniumsulfatlösung (vgl. hierzu P. Morawitz, 
Lo, 8. 272). 


Aufhebung der Blutgerinnung in der Pleurahöhle. 135 


Zum Vergleiche wurde dieselbe Reaktion noch mit normalem 
Katzen- und Kaninohenblut (Fluoridplasma) angestellt. 


Ergebnis: 
Im Kaninchen-N бшш: flockige Ausscheidung von Fibrinogen 
n Katzen- n n n n n 
n ” -Pleurablut: keine flockige Ausfällnng. 


Ein Teil des Pleurablutes wird zentrifugiert und mit dem Plasmas 
werden folgende Reaktionen vorgenommen: 

A. Pleurablutplasma mit Ringer-Lösung verdünnt im Verhältnis 1:2. 

1. Plasma 1 com 


2. » 1 » -+ Thrombin 2 Tropfen 

3. n In + n 1 ccm 

4. » 1 » +CatCl, (0,5 com gesättigt) 
5. n 1 » +?”/o-HCl 2 Tropfen 

6. n 1 » + Aq. dest. 1 eem 

1. » 1 » -Leberextrakt 1 com. 


В. Pieurablutplasma unverdünnt: 
8. Plasma 1 com -+ Leberextrakt 1 com 
9. » 1 » + Thrombin 1 com. 


Ergebnis: 

Diese Proben bleiben 24 Stunden im Brutschrank und zeigen alle 
keine Gerinnung. 

Versuch 8 
(Katze) vom 28. IX. 1912. 

Urethan, Thorax geschlossen, spontane Atmung. Mit einer Glas- 
spritze werden aus einer Carotiskanüle 10 oom Blut entnommen und 
sofort in jede Pleurahöhle oa. 5ccm eingespritzt; nach 30 Minuten wird 
das Tier aus den Carotiden entblutet. Aus dem Blut wird eine Fibri- 
nogenlösung hergestellt. Das eingespritzte Blut wird im Thorax flüssig 
vorgefunden, keine Gerinnselbildung. 


Reaktionen: 

1. Pleurablut: gerinnt nicht 

2. n ‹ n n 

3. Fibrinogenlösung -+- Serum: gerinnt 

4. э 4 n Н n 

5. n nach 24 Std. im Brutschrank: gerinnt nicht 

6. Pleurablut + Fibrinogenlösung 1:1 gerinnt 
1:2 n 
2:1 я 
3:1 n 

Versuch 15 


(Katze) vom 7. X. 1912. 
Pferdefibrinogenlösung ®/, Stunden in der Pleurahöhle belassen. Sie 
wird ungeronnen vorgefunden, gerinnt aber in vitro spontan. 
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Versuch 16 
(Katze) vom 10. Х. 1912. 

Urethan, Thorax geschlossen. Es werden са. 20 ccm Blut aus der 
Carotis entnommen und durch Hirudinzusatz ungerinnbar gemacht. Von 
diesem Hirudinblut werden einige Kubikzentimeter in die Pleurahöhle 
gespritzt und ungefähr 30 Minuten darin belassen. Das Tier wird ent- 
blutet, das Blut zur Herstellung einer Fibrinogenlösung benutzt. 

Das Hirudinblut findet sich unverändert in der Pleurahöhle (Pleure- 
hirudinblut). Reaktionen: 

1. Hirudinblut + Thrombin: gerinnt. 

2. Pleurahirudinblut + Thrombin: gerinnt nicht. 

3. я | Fibrinogenlösung: gerinnt. 


Versuch 17 
(Katze) vom 18.X. 1912, 
Dieselbe Versuchsanordnung wie bei Versuch 16, nur wird nicht 
Hirudinblut sondern Hirudinplasma in die Pleurahöhle gegeben. 

Reaktionen: 
1. Hirudinplasma 4 Thrombin 1:3 gerinnt nicht. 
2. Pleurahirudinplasma + Thrombin 1:1 gerinnt 

1:2 л 

1:3 n 


Versuch 7 
(Hund) vom 15. IX. 1912. 

Narkose: Morphium-Urethan, wird entblutet. Nach Eröffnung des 
Thorax werden die Brustorgane abgebunden und unter Vermeidung 
jeder Verunreinigung der Brustwand durch Blut entfernt. Hierauf wird 
die Pleura costalis stumpf abgelöst, was leicht gelingt. Ein Teil des 
Pleuragewebes wird im Mörser mit Sand verrieben und mit physio- 
logischer Kochsalzlösung extrahiert. 

Reaktionen: 

1. Blut + Pleuraextrakt: gerinnt rasch. 

2. » + Pleuragewebsstücke: gerinnt rasch. 

3. Pleurablut 4 Pleuraextrakt: gerinnt nicht. 

4. л -+ Pleuragewebsstücke: gerinnt nicht. 

5. Oxalatblut + Pleuragewebsstücke: gerinnt nach Zusatz von CaCl, 

6 n | Pleuraextrakt: gerinnt nach Zusatz von CaCl. 


[Entsprechende Versuche wurden mit Extrakten und Stücken von 
Lungengewebe sowie von Pleura pulmonalis (die wir von Ochsenlungen 
gewannen) angestellt]. 


Über die Verdaulichkeit der Stickstoffsubstanzen in 
Kakao und Kakaoschalen. 


Von 
S. Goy. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Universität Königsberg.) 
(Eingegangen am 30. Oktober 1913.) 


Über die Verdaulichkeit des Kakaos liegen bisher noch 
wenig Untersuchungen vor; die in der Literatur!) angegebenen 
Zahlen liegen zum Teil innerhalb ziemlich enger Grenzen, an- 
dererseits gehen aber auch die Angaben auseinander. So findet 
Cohn?) bei künstlichen Verdauungsversuchen, daß 47,4 bis 48,5], 
des Gesamtproteins unverdaut bleiben, während nach Weig- 
mann!) 32,2 bis 47,8°/, unverdaulich sind. Andererseits kom- 
men Förster und Bruns?) bei Verdauungsversuchen, bei denen 
Milch mit Kakao verzehrt wurde, zu einem für den Kakao 
erheblich besseren Resultat, denn sie finden die Verdaulichkeit 
der Stickstoffsubstanz des Kakaos zu 80°/,. Hierbei ist aber 
zu berücksichtigen, daß durch die Anwesenheit von Milch eine 
höhere Verdaulichkeit vorgetäuscht werden kann, da in der 
Vorperiode Milch allein genossen worden war, die für sich allein 
vom Erwachsenen schlechter ausgenutzt zu werden pflegt, als 
wenn sie mit anderen Nahrungsmitteln zusammen verzehrt wird. 
Immerhin lag die Möglichkeit vor, daß die Verdaulichkeit ins- 
besondere des Reinproteins der Kakaobohnen so weit von der 
des Schalenproteins entfernt liegt, daß sich darauf eine Methode 
zur Bestimmung des Schalengehaltes in den Kakaos und Scho- 
koladen gründen ließ, eine Erwartung, die sich allerdings durch 
die folgenden Untersuchungen nicht erfüllte. Jedenfalls aber 
war es von Interesse, einmal eine größere Reihe von Kakao- 


1) König, Chemie der menschl. Nahrungs- u. Genußmittel 2, 244, 
4. Aufl. 
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sorten verschiedener Provenienz nach dieser Richtung Ыр zu 
untersuchen, wozu mir die Firma Stollwerck in liebenswürdigster 
Weise 15 verschiedene Kakaosorten zur Verfügung stellte. Diese 
waren in dem Laboratorium der Firma in sachgemäßer Weise 
geröstet und dann vor der Versendung in Schalen und Bohnen 
getrennt worden. Außerdem bestimmte ich bei der Gelegen- 
heit auch die Verdaulichkeit des Proteins der Kakaokeime und 
des sogenannten Silberhäutchens. Infolge der geringen Menge 
des mir von den beiden letzten Substanzen zur Verfügung 
stehenden Materials nahm ich die Keime sowie die Silberhäut- 
chen sämtlicher Proben zu einer Analyse zusammen. 

Dadurch, daß das Rösten von sachverständiger Seite ge- 
schehen war, liegen in den nachstehenden Untersuchungen 
tatsächlich Werte vor, die den im Handel gebrauchten Kakao- 
sorten entsprechen. Bei dem schwankenden Gehalt des natür- 
lichen Kakaos und vor allem deswegen, weil für die Handels- 
sorten der Kakao stets mehr oder weniger entfettet wird, 
außerdem auch sonst ein feines Pulvern der Proben unmöglich 
war, wurden die einzelnen Stickstoffwerte mit Ausnahme der 
Keime und Silberhäutchen stets in der fettfreien Trockenmasse 
bestimmt. Zu diesem Zwecke wurden die Bohnen nach der 
Entfernung der Keime gut durchgemischt und eine Durch- 
schnittsprobe so weit wie möglich zerkleinert, in einer Ex- 
traktionshülse getrocknet, 10 Stunden mit Äther extrahiert, 
nunmehr fein zerrieben, was vorher des hohen Fettgehaltes 
wegen nicht möglich war, und das so erhaltene feine Pulver, 
das immer noch etwas fetthaltig war, nach nochmaligem Trock- 
nen in der Extraktionshülse nochmals mit absolutem Äther 
10 Stunden extrahiert, wobei das Extraktionsmaterial stets auch 
über Nacht im Äther stand, dann wurde das Pulver nochmals 
getrocknet. Auf diese Weise wurde alles Fett entfernt, so daß 
die erhaltenen Zahlen auch absolut den Stickstoffgehalt der 
fettfreien Trockensubstanz darstellen, während ein vollständiges 
oder teilweißes Entfetten für die Feststellung der Verdauungs- 
koeffizienten und sonstigen Verhältniszahlen der einzelnen Stick- 
stoffverbindungen nicht nötig gewesen wäre, da ja letztere für 
fetthaltiges und fettfreies Material die gleichen sind. 

Der Gesamtstickstoff wurde nach der Methode von 
Kjeldahl bestimmt, wobei Quecksilber als Katalysator zur 
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Anwendung kam. Die Bestimmung des Reineiweißes erfolgte 
nach dem Verfahren von Stutzer!); die Substanz — 1 bis 2 g 
— wurde mit Wasser 10 Minuten im Wasserbade erhitzt, um 
die Stärke zu entfernen, dann mit der vorgeschriebenen Menge 
Kupfersulfat und darauf Natronlauge versetzt; der Niederschlag 
wurde dann abgesaugt, gründlich gewaschen und nach Kjel- 
dahl verbrannt. Für die Bestimmung des verdaulichen 
Stickstoffs nach Stutzer?) war ursprünglich die Verwendung 
von natürlichem aus Schweinemagen gewonnenem Magensaft 
ins Auge gefaßt. Da aber die Bestimmungen möglicherweise 
zu einer für die allgemeinere Praxis brauchharen Methode 
führen konnten, wurden zunächst Kontrollbestimmungen mit 
Pepsin, das den Anforderungen des Arzneibuches, Ausgabe V, 
entsprach und von Riedel stammte, vorgenommen, da das 
Arbeiten mit reinem Pepsin angenehmer ist, weil einmal die 
umständliche Herstellung der Magensaftlösung fortfällt, und das 
reine Pepsin unbegrenzt haltbar ist, während natürlicher Magen- 
saft, auch bei Anwendung von Konservierungsmitteln, stets nur 
einige Wochen bis Monate unverdorben bleibt. Bei den gleich- 
laufenden Kontrollbestimmungen nach beiden Vorschriften zeigte 
sich, daß durch das künstliche Pepsin 1 bis 2 Zehntelprozente 
des Stickstoffs mehr verdaut wurden als durch den Magensaft. 
Bisher neigte man dazu, das künstlich hergestellte Pepsin, da 
es in seiner Beschaffenheit nicht immer von gleicher Güte und 
Verdauungskraft war, als nicht gleichwertig dem natürlichen 
Magensaft anzusehen; in diesem Falle ist es dem natürlichen 
Magensaft überlegen, wenigstens was Kakao anbetrifft, so daß 
gegen seine Verwendung nichts einzuwenden ist, sofern es den 
Anforderungen des deutschen Arzneibuches entspricht. Da auch, 
wie in diesem Falle, aus Magen gewonnene Verdauungsflüssig- 
keit in ihrer Zusammensetzung bzw. verdauenden Kraft schwan- 
ken kann, so daß letztere hinter der des reinen Pepsins zurück- 
bleibt, würde es sich empfehlen, stets nur den Vorschriften des 
Arzneibuches entsprechendes Pepsin zu verwenden. Die Be- 
stimmungen wurden daher nach der von Wedemeyer modi- 
fizierten Stutzerschen Methode ausgeführt, indem 2 g Substanz 
mit 500 ccm einer Lösung übergossen wurden, die 1 g Pepsin 


1) König, Chemie der menschl. Nahrungs- u. Genußmittel 8, 254. 
9 Ebenda 8. 257. 
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und 25 cem 10°/,ige Salzsäure enthielt; dann wurde die Mi- 
schung 2 Tage im Verdauungskasten bei 38° unter öfterem 
Umschütteln stehen gelassen. Nach etwa 24 Stunden wurden 
noch 25 ccm 10°, НСІ hinzugefügt. Der Rückstand wurde 
dann auf ein stickstofifreies Filter abgesaugt, mit Wasser ge- 
waschen und nach Kjeldahl verbrannt. Bei der Untersuchung 
der Schalen wurde in derselben Weise verfahren wie bei den 
Bohnen. 
Bohnen. 


Betrachten wir nun zunächst die Bohnen, deren Gesamt- 
proteingehalt, Reineiweißgehalt und verdauliches Gesamt- bzw. 
Reinprotein sowie die sich hieraus ergebenden Beziehungen in 
der Tabelle I zusammengestellt sind. 

Die Analysenbilder für Gesamtprotein und Reıinprotein 
bieten weiter nichts Bemerkenswertes, sie schwanken in mäßigen 
Grenzen, wie dies bei pflanzlichen Erzeugnissen allgemein be- 
obachtet wird. Um so auffälliger ist die außerordentlich große 
Schwankung der Verdauungskoeffizienten, also der Prozentzahlen 
des verdaulichen Stickstoffs, auf Gesamtstickstoff bzw. Eiweiß- 
stickstoff bezogen; sie betragen für Gesamtprotein 45,62 bis 
72,45°/, und für Reinprotein 25,31%, bis 63,22%/,. Es ist 
nicht anzunehmen, daß derartig große Schwankungen von 
Natur aus vorhanden sind, diese werden vielmehr ihre Ursache 
in der Behandlung haben, der die Kakaobohnen unterliegen; 
das bestätigt sich auch aus den Ausführungen zu Tabelle П. 

Als die Höhe des Verdauungskoeffizienten beeinflussend kom- 
men zwei Faktoren in Betracht; einmal kann die Größe der Bruch- 
stücke dabei von Einfluß sein, da größere Teile dem Eindringen 
der Verdauungsflüssigkeit widerstehen können, zum andern 
kann die Röstung der Bohnen eine Rolle spielen, da die hier 
für kürzere oder längere Zeit wirkende höhere Temperatur das 
Protein schwerer verdaulich machen kann. Da die Kakao- 
bohnen und Kakaoschalenpulver alle gleichmäßig behandelt und 
durch dasselbe Sieb von 0,5 mm — nach der Arbeitsvorschrift 
soll die Substanz durch ein 1 mm-Sieb gebracht werden — ge- 
trieben worden waren, so ist eine durch verschieden große Zer- 
kleinerung bedingte Änderung der künstlichen Verdauung nicht 
anzunehmen, zumal nach den Versuchen von Stutzer, die ihn 
zu seiner Methode führten, schon eine Teilchengröße der Sub- 
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stanz уоп 1 mm genügt, um den wirklich verdaulichen Stick- 
stoff auch tatsächlich herauszulösen. Es kommt also nur das 
Rösten als Ursache für die verschieden große Verdaulichkeit 
der Kakaobohnen in Betracht. Versuche nach dieser Richtung 
speziell für Kakaobohnen liegen nicht vor, mancherlei Arbeiten, 
die sich mit dem Einfluß erhöhter Temperatur auf die Ver- 
daulichkeit der Stickstoffsubstanzen beschäftigen, lassen jedoch 
ganz klar erkennen, daß bei allen Nahrungsmitteln, die diesen 
Betrachtungen unterzogen wurden, durch Einwirkung von er- 
höhter Temperatur die Verdaulichkeit der Stickstoffsubstanz 
mehr oder minder sinkt, wobei allerdings keine Änderung in 
dem Reineiweißgehalt eintritt; letzterer bleibt unverändert, nur 
werden demnach die Eiweißmoleküle durch die Einwirkung 
der Wärme derart umgelagert, daß ein vorher der Einwirkung 
des Verdauungssaftes zugänglicher Teil des Reinproteins nun 
von diesem nicht mehr angegriffen werden kann. Schon bei 
einfachem Hühnereiweiß ist diese Wahrnehmung gemacht 
worden, selbst wenn letzteres nur einer Temperatur von 40° 
ausgesetzt wurde!). Ebenso zeigte sich, daß Hühnereiweiß und 
ebenso Bierhefe nicht nur durch den Einfluß der trockenen 
Hitze, sondern auch durch Einwirkung von überhitztem Wasser- 
dampf im Autoklaven schwerer verdaulich wurd. Auch 
Kreußler nebst Mitarbeitern?) fand, daß bei Einwirkung von 
wenig über 100° warmen Wasserdämpfen die Verdaulichkeit 
der Proteine des Wiesenheus zurückgeht, und zwar recht be- 
trächtlich, da nach 1stündiger Einwirkung der Wasserdämpfe 
nur noch 68°/, der zuvor verdaulichen Proteine im Tierversuch 
verdaut wurden, und zwar zeigten sie auch, daß diese Herab- 
setzung des Verdauungskoeffizienten nur auf den Einfluß der 
Wärme zurückzuführen ist und nicht auf den der Feuchtigkeit. 

Die ganz verschiedenen Ergebnisse, die also die einzelnen 
Autoren bei ihren Verdauungsversuchen erhalten haben, finden 
demnach dahin ihre Erklärung, daß die Verdaulichkeit 
der gerösteten Kakaosorten tatsächlich eine ganz ver- 
schiedene ist, und zwar wird diese in erheblichem Maße 
beeinflußt durch das Rösten, wenn auch bereits das Rotten 


1) Salecker und Stutzer, Journ. f. Landw. 54, 273ff., 1906. 


2) EinfluB des Dämpfens auf die Verdaulichkeit des Wiesenheus. 
Jahresbericht über Agrikulturchemie 22, 338, 1879. 
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auf die Verdaulichkeit des Proteins einen gewissen Einfluß hat. 
Daß höhere Temperatur und deren Dauer von Einfluß ist, geht 
auch aus einem eigenen Versuch hervor: 


Tabelle II. 











Auf Trockensubstanz bezogen 








Schalen unbehandelt 


2 Stunden 110° trockene Hitze . 92,38 
2 a 140° n 93,24 
прив. 4 Atm. 2 Stunden 89,00 
д» 1 Stunde.. 84,43 

n La In 84,72 


Die Schalen enthielten unbehandelt noch: 10,08°/, Wasser und 9,85°/, 
Fett in der Trockensubstanz. 


Bei diesem wurden Kakaoschalen mit 2°/, Soda, die in 
wenig Wasser gelöst war, so daß eine innige Durchtränkung 
der Schalen mit dem Salz geschehen konnte, sowohl trockener 
als auch feuchter Hitze ausgesetzt. Die Schalen bildeten nach 
dem Verreiben mit der Sodalösung ein feuchtes, lockeres Pulver. 
Der Versuch wurde zu dem Zwecke angestellt, und deswegen 
war auch der Sodazusatz erfolgt, um die Schalen verdaulicher 
und sie dadurch als Viehfutter geeigneter zu machen. Die 
Schalen wurden also einmal 2 Stunden lang trockener Hitze, 
und zwar einmal bei 110°, das andere Mal bei 140° aus- 
gesetzt, dann wurden sie im Dampftopf einmal 2 Stunden bei 
4 Atmosphären, einmal 1 Stunde bei 2 Atmosphären und schließ- 
lich 1 Stunde bei 1 Atmosphäre erhitzt. Obgleich die Schalen 
bereits in geröstetem Zustand zum Versuch verwendet worden 
waren, ist doch sehr deutlich der Einfluß namentlich der 
trockenen Hitze zu erkennen; die an und für sich schon schwer 
verdauliche Proteinsubstanz ist dadurch noch erheblich schwerer 
verdaulich geworden. Auch der Einfluß der feuchten Hitze 
ist deutlich erkennbar, wenigstens was den Versuch bei 4 Atmo- 
sphären Dampfspannung betrifft. Bei den beiden letzten Ver- 
suchen ist die Verdaulichkeit in geringfügiger Weise erhöht, 
wobei aber zu berücksichtigen ist, daß es sich überhaupt um 
geröstetes Material, bei dem also die Verdaulichkeit an und 
für sich schon geändert war, handelt. 
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Daß die Schwankungen in der Verdaulichkeit der ver- 
schiedenen Kakaosorten auf das mehr oder minder intensive 
Rösten bzw. auf die längere oder kürzere Dauer desselben 
zurückzuführen ist, dürfte damit klargelegt sein. Daraus er- 
gibt sich aber für die Schokoladenindustrie im Interesse des 
Kakaos als Nahrungsmittel, daß das Rösten gerade nur 
eben, sowohl was die Höhe der Temperatur als auch was die 
Dauer der Zeit desselben antrifft, so weit geführt werden soll, 
als gerade zur Erreichung des gewünschten Aromas notwendig 
ist, und daß jedes Mehr davon den Nährwert des Kakaos 
schädigt und damit seine Verwendbarkeit als Nahrungsmittel, 
und ein solches soll er ja neben seiner Rolle als Genußmittel 
ebenfalls sein, beeinträchtigt. 


Schalen. 


Die zu den einzelnen Bohnensorten gehörenden 15 Schalen- 
proben wurden in genau der gleichen Weise wie die Bohnen 
auf ihren Gehalt an Gesamtprotein, Reineiweiß und verdau- 
lichem Stickstoff untersucht. 

Zurzeit gerade stehen die Kakaoschalen, was ihre Verwend- 
barkeit als Futtermittel anbetrifft, in einem sehr schlechten 
Ruf. Daß sie als Zusatz zu Kakao oder Schokolade — also 
für die menschliche Ernährung — nicht verwendet werden 
dürfen, darüber ist man sich seit langem einig. Die in der 
Tabelle III niedergelegten Analysenergebnisse der Kakaoschalen 
geben nun auch wieder, was die Verdaulichkeit des Roh- bzw. 
Reinproteins betrifft, ein ganz merkwürdiges Bild, da auch 
hierbei ganz außerordentliche Schwankungen der Verdauungs- 
koeffizienten zu konstatieren sind. Daß diese auch wiederum 
auf den Röstprozeß zurückzuführen sind, geht aus den Aus- 
führungen des vorhergehenden Kapitels hervor. Die Ver- 
dauungskoeffizienten für Gesamtprotein, d. h. die Prozentzahlen 
für den verdaulichen Teil, schwanken zwischen 15,30 bis 54,08, 
diejenigen für Reineiweiß zwischen 3,05 und 29,04. Dem- 
entsprechend sind unverdaulich vom Gesamtprotein 84,70 bis 
45,92°/), und vom Reinprotein 96,35 bis 70,96%. Daß die 
Schwankungen gerade bei Gesamtprotein so stark sind, liegt 
‘daran, daß auch der Gehalt an Nichteiweiß relativ erheblich 
mehr schwankt als der an Eiweißstickstofl. 
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Verdauungsversuche mit Kakaoschalen an Tieren liegen 
bisher nur sehr wenig vor. Zu nennen wäre der Versuch von 
Kellner an Hammeln, auf den die derzeitige Beurteilung der 
Kakaoschalen zurückzuführen ist. Kellner?!) fand nämlich in 
diesem Versuch für Rohprotein einen Verdauungskoeffizienten 
von 4,5, die Stickstoffsubstanz wurde also so gut wie gar nicht 
verdaut. Andererseits ist von Märker’) ein Verdauungsver- 
such gemacht worden, der zu einem für das Protein erheblich 
günstigeren Resultate führte. Die von ihm untersuchten Kakao- 
schalen enthielten ganz und staubfrei 44,70°/,, feingemahlen 
50,03°/, und ganz und staubhaltig 31,20°/, verdauliches Eiweiß. 
Schließlich wurde noch ein Verdauungsversuch durch Albert?) 
angestellt, der für Rohprotein einen Verdauungskoeffizienten 
von 37,70 feststellte, wenn die Kakaoschalen in gemahlenem 
Zustande verfüttert wurden, während die ungemahlenen Schalen 
einen solchen von 34,60 aufwiesen. Albert kommt dabei auch 
zu dem Schluß, daß die Kakaoschalen ein durchaus brauchbares 
Futtermittel sind, und weist ihnen einen Platz zwischen Wiesen- 
heu und Weizenschalen an, während Kellner sie ungefähr mit 
Winterhalmstroh auf eine Stufe stellt. 

Diese verschiedenartige Bewertung ist in erster Linie auf 
die verschiedenen Verdauungskoeffizienten zurückzuführen, die 
von den einzelnen Autoren erhalten wurden. Daß derartig 
verschiedene Resultate erhalten wurden, erklärt sich nunmehr 
daraus, daß das Protein der Kakaoschalen ein ganz verschie- 
denartiges Material darstellt, dessen Protein einmal wirklich 
für die Tierernährung von einigem Nutzen sein kann, während 
es ein andermal nahezu wertlos ist. Soweit man dadurch 
auch die derzeit herrschende Ansicht über den Nähr- 
wert der Kakaoschalen, wenigstens für einen Teil der- 
selben, in gewissem Maße modifizieren mag, ist doch 
einer Verwendung derselben für Fütterungszwecke 
во lange nicht das Wort zu reden, als die Bewertung 
der Futtermittel nach dem Gesamtprotein und nicht 
nach den verdaulichen Anteilen erfolgt, da gerade hier 


*) Deutsche landw. Presse 29, 833, 1902. Untersuchungen über die 
Verdaulichkeit einiger Futterstoffe. 
1) Zipper, Schokoladenfabrikation, Berlin 1913, S. 90. 


з) Centralbl. f. Agrikulturchemie 30, 97, 1901. 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 10 
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ganz erhebliche Schwankungen des letzteren vorkommen können. 
Gerade die Kakaoschalen zeigen wieder, wie wenig dem tat- 
sächlichen Wert entsprechend unter Umständen die Futter- 
mittel bezahlt werden, wenn sie nach dem Gehalt an Roh- 
nährstoffen gehandelt werden. 

Die in Tabelle П angegebenen, bereits von einem anderen 
Gesichtspunkt aus besprochenen Versuche bezweckten ursprüng- 
lich ein Verdaulichmachen der Stickstoffsubstanzen, analog dem 
Verfahren, das in manchen Fabriken auch zum Aufschließen 
der Bohnen benutzt wird. Daß bei den Bohnen dadurch eine 
Erhöhung der Verdaulichkeit erreicht wird, ist von Albahary’') 
widerlegt worden. Für Schalen ist, wie aus der Tabelle 
hervorgeht, das Verfahren ebenfalls nicht anwendbar; außerdem 
verlieren dieselben dadurch vollständig Geschmack und Aroma. 

Die Verdaulichkeit des Proteins des Silberhäutchens be- 
trägt für Gesamtprotein 57,99°/, und für Reinprotein 38,27°|, 
(entfettet), sie liegt also zwischen der von Bohnen und Schalen. 
Ähnlich ist es bei den Kakaokeimen. Analog den großen 
Schwankungen der Proteinverdaulichkeit bei Bohnen und Schalen 
ist auch bei diesen relativ unwichtigen Substanzen ein erheb- 
liches Schwanken des Verdauungskoeffizienten nach dem Rösten 
anzunehmen. 


1) Zeitschr. f. Nahrungs- u. Genußmittel 24, 704, 1912. 
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Die Wirkungsbedingungen der Maltase aus Bierhefe. IL 


Die Wirkung der Maltase auf a-Methylglueosid und die 
Affinitätsgröße des Ferments. 


Von 
Р. Копа und L. Michaelis. 


(Aus dem bioohemischen Laboratorium des Krankenhauses am Urban, 
Berlin.) 


(Eingegangen am 3. November 1913.) 
Mit 8 Figuren im Text. 


Nachdem wir die Bedingungen für die Wirkung der Mal- 
tase auf die Maltose in einer vorangehenden Arbeit!) beschrieben 
hatten, stellten wir uns die Aufgabe, diese Bedingungen für ein 
anderes, nach Emil Fischer diesem Ferment zugängliches 
Substrat, das «-Methylglucosid, zu studieren. Ferner übertrugen 
wir die Methode, die zuerst für Messung der Affinitätsgröße 
eines Fermentes zu seinem Substrat für die Invertase aus- 
gearbeitet war?), auf dieses Objekt. 


1. Der Einfluß der Woasserstoffionenkonzentration auf die 
Spaltung des a-Methylglucosids. 


Die Versuche wurden genau in der gleichen Weise ange- 
ordnet wie die Versuche mit Maltose. Jede Probe‘ enthielt 
20 ccm 1°/,ige Glucosidlösung, 3 ccm des Hefeauszuges und 
das Regulatorgemisch (vgl. Tabelle); das Volumen wurde in allen 
Proben mit dest. Wasser auf 40 ccm ergänzt. Alle Lösungen 
befanden sich in einem Ostwaldschen Wasserbad bei 38° +0,05. 
Der Verlauf der fermentativen Spaltung bei den verschiedenen 
H'-Ionenkonzentrationen ist aus der Tabelle I und den Figuren 1 
bis 4 zu ersehen. 


1) L. Michaelis und Р. Rona, diese Zeitschr. 57, 70. 
*) І. Michaelis und M. Menten, diese Zeitschr. 49, 333, 1913. 
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Tabelle I. 





П. 5 


Regulatorgemisch 


ccm 
n 


‚0 
3 


4 
0 


n-Natriumacetat 
n-Essigsäure 


n-Natriumacetat 


n-Natriumacetat 
0,1 п-МаОН 


n-Natriumacetat 
0,1 п-МаОН 





n-Natriumacetat 
n-Essigsäure 
n-Natriumacetat 
n-Essigsäure 
n-Natriumacetat 
n-Essigsäure 
n-Natriumacetat 


n-Natriumacetat 
0,1 п-МаОн 


n-Natriumacetat 
n-Essigsäure 


n-Natriumacetat 
n-Essigsäure 


n-Natriumacetat 
n-Essigsäure 


n-Natriumacetat 


n-Natriumacetat 
0,1 п-МаОН 


n-Natriumacetat 
n-Essigsäure 


n-Natriumacetat 
n-Essigsäure 


n-Natriumacetat 


n-Natriumacetat 


[Н] 


1,6. 


2,0. 


9,8. 


5,9. 


4,5- 
1,4. 
6,8. 
2,1. 


1,0. 


4,4. 
1,6. 
5,6. 
2,8. 


9,0. 


Ри 


gemessen 


10-° | 5,80 
| 


10? | 6,70 


10% | 7,01 


107° | 7,23 


10% | 5,35 


| 
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Es ergibt sich somit fast das gleiche Resultat wie für die 
Wirkung des Fermentes auf die Maltose. Zwischen pg == 5,8 
und 6,6 zeigt sich eine optimale Zone, innerhalb der wir 
feinere Unterschiede nicht mehr mit voller Sicherheit feststellen 
können, und zu beiden Seiten dieser Zone ein sehr schneller 
Abfall der Wirkung. Für die Wirkung des Fermentes auf 
Maltose hatten wir diese Zone als 6,0 bis 6,6 angegeben. 

N Innerhalb der op- 

3% | timalen Zone schien uns 
bei der Maltose ру == 6,6 
noch ein klein wenig 
günstiger zu sein als 
z.B. 6,2. Wollen wir 
für das «-Methylgluco- 
sid innerhalb der op- 
timalen Zone ebenfalls 
einen besonders her- 
vorragenden Punkt an- 
geben, so wäre dieser 
etwa bei рд = 6,2, also 
ein wenig verschieden 
von dem der Maltose. 

Minuten Jedoch ist der Wirkungs- 


3 


р701 





2% 
Fig. 1 (zu Versuch 1): unterschied zwischen 
Fig. 1 bis 4: рн == 6,2 und 6,6 во 
Abszisse: Zeit in Minuten. gering, daß wir vor- 


Ordinate: die bei der Bertrandschen Ме. 


läufig unsere, wenn auch 
thode verbrauchte Anzahl von ccm Per- \ däs 
manganatlösung. wiederholt bestätigten 


Die Zahlen neben den Kurven bedeuten die Versuche nicht zu dem 
Pn für den betreffenden Versuch, elektro- 


Schluß benutzen wollen, 
metrisch gemessen. 


daß das Wirkungsopti- 
mum der Maltase für die Spaltung der Maltose und für die 
des «-Methylglucosids sicher verschieden sei. 

Das Resultat wäre demnach, daß ein gröberer Unterschied 
der H-Ionenwirkung bei der Spaltung der Maltose und bei der 
des a-Methylglucosids nicht festzustellen ist, wenn auch eine 
ganz kleine Differenz nicht mit Sicherheit auszuschließen 
ist. Auf die mögliche theoretische Deutung dieses Befundes 
gehen wir wegen seiner bestehenden Unsicherheit noch nicht 
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Umsatz т com „, Permanganat 


~ 


ANN 


Fig. 2 (zu Versuch II). 


näher ein; vielleicht läßt sich diese Tat- 
sache bei noch genauerer experimenteller 
Festlegung einmal dazu verwenden, um 
die selbt von E. Fischer!) offen ge- 
lassene Frage zu beantworten, ob das 
Ferment, das Maltose spaltet, und das 
a-Methylglucosid spaltende, dasselbe ist. 


1) E. Fischer, Einfluß der Konfiguration 
auf die Wirkung der Enzyme III. Ber.d. Deutsch. 
chem. Сев. 28, 1429, 1895. — Vgl. auch Н. Е. 
Armstrong und E. F. Armstrong, Studies on 
enzyme action. Proc. Roy. Soc. 79, 360, 1907. 


w 





Umsats n com e Permanganat 


D 120 
Fig. 3 (zu Versuch III). 


8 





* 0 
Fig. 4 (zu Versuch IV). 
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2. Die Affinität der Maltase zum a-Methylglucosid. 


Die den nachstehenden Betrachtungen zugrunde liegende An- 
nahme ist die folgende. Das Ferment geht mit seinem Substrat 


SS mg Glukose 






mg Glukose & 


| 
Л! 
ЖМ 


2 20 
Fig. 5. 
Fig. 5 bis 7. 


Abszisse: Zeit in Minuten. 
Ordinate: Nach Bertrand bestimmte 
Milligramm-Glucose. 

Die jeder Kurve angeschriebene Zahl з 
bedeutet die Anfa onzentration 
an &-Methylglucosid. 
Fermentmenge innerhalb jeder Ver- 
suchsreihe die gleiche; die Ferment- 
mengen von Versuch Fig.5, 6, 7 und 
Versuch 8 verhalten sich etwa wie 
2:1:0,9:0,3. Alle Versuche bei opti- 
maler Reaktion, hergestellt durch Zu- 
satz von 0,025 n- Natriumacetat. 





eine Verbindung ein, die durch eine monomolekulare Reaktion 
in die Spaltprodukte des Substrates — freies Ferment zerfällt. 
Daher ist die jeweilige Geschwindigkeit der Spaltung, wenn die 


— 
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Natur des Mediums 
sonst die gleiche bleibt, 
proportional der је- 
weiligen Konzentration 
dieser  intermediären 
Bindung. Arbeiten wir 
mit einem großen Über- 
schuB des Substrate 
gegenüber dem Ferment, 
so wird alles Ferment 
gebunden, die Zerfalls- 
geschwindigkeit hat 
dann einen bestimmten 
maximalen Wert, der 
durch weitere Vermeh- 
rungdesSubstratesnicht 
überschritten werden 
kann. Gehen wir aber 
mit der Substratmenge 
herunter, so wird das 
Ferment nicht mehr vollständig gebunden, und der sichtbare 
Ausdruck dafür ist die Verringerung der Reaktionsgeschwindig- 
keit: Das Verhältnis dieser Reaktionsgeschwindigkeit zu der 
überhaupt erreichbaren maximalen Geschwindigkeit ist gleich 
dem Verhältnis des jeweilig gebundenen Fermentes zu der 
Gesamtmenge des Fermentes, und so können wir das Gleich- 
gewicht der Reaktion 

Ferment + Substrat <> Ferment-Substrat-Verbindung 
bestimmen und die Affinitätskonstante dieser Reaktion be- 
rechnen. Der Beweis für die Berechtigung dieser Grundan- 
nahme wird dadurch erbracht, daß die für die verschiedenen 
Mengenverhältnisss auf diese Weise bestimmten Gleichgewichts- 
zustände quantitativ mit den aus dem Massenwirkungsgesetz 
berechneten übereinstimmen. Zur Veranschaulichung der quan- 
titativen Verhältnisse benutzten wir die früher beschriebene!) 
graphische Methode (vgl. Fig. 5 bis 7), bei der das Versuchs- 
material folgendermaßen verarbeitet wurde. 





1) L. Michaelis und М. Menten, Le 
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Das Versuchsmaterial der ersten drei Versuchsreihen ist 
in Fig. 5 bis 7 dargestellt. Das Protokoll der (nicht graphisch 
dargestellten) vierten Versuchsreihe ist folgendes: 


Versuch 8. 

Konz. des Entstandene Glucose in Milligramm 
Methylglucosids nach 60 Min. nach 120 Min. 
0,412 n 12,4 24,2 
0,545 n 12,4 25,1 
0,824 п 12,4 25,1 


Aus den Kurven Fig. 5 bis 7 wird zunächst die Anfangs- 
geschwindigkeit des Umsatzes in einem willkürlichen Maßstab 
bestimmt. Diese wird gefunden, indem man für jeden Versuch 
irgendeinen Punkt der Umsatzkurve betrachtet, der dem gerad- 
linig verlaufenden Anfangsteil derselben angehört. In unseren 
Diagrammen sind fast die ganzen gezeichneten Umsatzstrecken 
noch als geradlinig zu betrachten. Die Abweichungen von der 
geraden Linie treten erst in späteren Stadien des Umsatzes 
auf; nur in Fig. 4 sind sie schon merklich. Zu dem betrach- 
teten, willkürlichen Punkt gehört eine Ordinate у und eine Ab- 
szisse E Das Verhältnis 7 ist ein relatives Maß für die Umsatz- 


E 
geschwindigkeit. 


Als Maßeinheit für diese Umsatzgeschwindigkeit wird 
zunächst irgendeine gewählt; wir wählten in jeder der 4 Ver- 
suchsreihen diejenige als Einheit, die der Methylglucosidkon- 
zentration von 0,4 (deren Logarithmus 0,60 — 1, oder — 0,40 ist) 
entspricht. Die Geschwindigkeit dieses Versuches wird in jeder 
der 4 Versuchsreihen zunächst — 1 gesetzt. Dieser Punkt ist 
also willkürlich und für alle 4 Reihen gleich. Er ist in dem 
Diagramm Fig. 8 durch einen Stern dargestellt. Die Ge- 
schwindigkeiten der anderen Versuche sind in gleichem Maßstabe 
eingetragen. Dieser Maßstab ist in dem Diagramm als „willkür- 
licher Maßstab“ bezeichnet. Die zugehörigen Glucosidkonzentra- 
tionen sind auf der Abszisse eingetragen, und zwar ihre Logarith- 
men. Die in einer zusammengehörigen Versuchsreihe erhaltenen 
Werte sind mit gleichen Zeichen (CL. © ><, |- |) eingetragen. 

Nunmehr wird festgestellt, ob es irgendeine „Dissoziations- 
kurve“ gibt, der sich diese Punkte gemeinschaftlich einfügen. 
Die Gleichung dieser Kurve ist 
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_ : 
Y=; Fk 
oder 


1 
— 


(Ж 
1+ с 
und enthält eigentlich nur eine Konstante, k, die Dissoziations- 
konstante. Da aber unser graphisch ermitteltes y eigentlich nur 
die relative Umsatzgeschwindigkeit ist, also eine Größe, die 
nicht die Ferment-Substratverbindung selbst ist, sondern ihr 
nur proportional ist, so kommt noch ein Proportionalitäts- 
faktor > in die Gleichung hinein, und diese enthält 2 Kon- 
stanten: 


10 


лойоле//ег 8 Maßstab 





г 


-2 U 00 07 Gs йз Qe 97 02 GI -1 -09 08 
A 4» 105 






| | н | | 
-97 -06 -05 -96 -43 "0201 0 
QI 


Fig. 8. 


Wir müssen also die beiden Konstanten » und k graphisch 
bestimmen. Wir wissen in unserem Fall, daß у > 1 sein muß; 
andernfalls decken sich die beobachteten Punkte mit keiner 
Dissoziationskurve; wir wissen ferner, daß » nicht viel größer 
als 1 sein darf, denn der theoretischerweise asymptotisch er- 
reichte Maximalwert von y darf nicht viel größer sein als der 
experimentell erreichte höchste Wert von y. 

Wir machen zunächst versuchsweise die sicherlich einiger- 
maßen zu erwartende Annahme, daß » gleich dem größten 
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der experimentell erhaltenen Werte von y sei. Dieser beträgt 
im Mittel aus den beiden parallelen Bestimmungen der Ver- 
suche, in dem willkürlichen Maßstab ausgedrückt, 1,06. Wir 
setzen diesen Wert = 1 in dem neuen, rationellen Maßstab, 
oder, was dasselbe ist, wir legen der Dissoziationskurve die 
Gleichung zugrunde: 


1,06 
k 

1 = 
Se 





Wir konstruieren diese Kurve, indem wir als Abszisse log x 
benutzen und für k einen ganz beliebigen Wert einsetzen, 
indem wir eine Abszisse mit dem gleichen Maßstab wie Fig. 8 
zugrunde legen. Die Form der Kurve ist nämlich von Ё un- 
abhängig; durch Änderung von k wird sie nur parallel zu sich 
in horizontaler Richtung verschoben. Wir schneiden uns diese 
Kurve in Papier aus und legen ihre Abszisse auf die Abszisse 
des Diagramms Fig. 8. Nunmehr verschieben wir sie hori- 
zontal und versuchen, ob es irgendeine Stellung gibt, bei der 
die beobachteten Punkte sich ihr gut einfügen. Wir bemerken, 
daB dieses angenähert der Fall ist. Wir versuchen nunmehr 
dasselbe, indem wir je eine Kurve für » = 1,1, 1,15, 1,20 usw. 
ausschneiden und ebenso verschieben. Wir finden, daß bei y= 1,20 
die erhaltene Kurve die beste ist, d.h. diese Kurve hat eine 
derartige Form, daß, wenn man sie in der beschriebenen 
Weise durch horizontale Verschiebung in die günstigste Lage 
bringt, die beobachteten Punkte sich ihr am besten von 
allen anpassen. So finden wir zunächst у = 1,20. Es sei be- 
merkt, daß eine kleine Änderung von », etwa auf 1,15, kaum 
einen merklichen Einfluß auf die Berechnung von Ё hat, worauf 
ja alles hinauskommen soll, so daß die immerhin infolge der 
unvermeidlichen Versuchsfehler nicht absolute Schärfe in der 
Bestimmung der Größe von у keinen merklichen EinfluB auf 
die Größe von Ё hat. 

Wenn nunmehr die so gefundene Kurve in richtiger Lage 
eingezeichnet ist, ergibt sich Ё auf folgende Weise. Wir 
suchen diejenige Ordinate, die in dem neuen „rationellen“ Maß- 
stab = 0,5, also in dem willkürlichen Maßstab = 0,6 ist. Der 
Fußpunkt dieser Ordinate bezeichnet einen gewissen Punkt auf 
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der Abszisse. Dieser Abszissenpunkt ist hier == — 1,05. Dies 
ist der Logarithmus уор Ё; also k = 107!” — 0,090. 

Früher wurde noch eine zweite Methode zur Bestimmung 
von k angegeben, die auf der Ausmessung des Neigungswinkels 
beruht, den die geradlinige Verbindung der in ungefähr halber 
maximaler Höhe befindlichen Beobachtungspunkte mit der Ab- 
szisse macht. Diese Methode ist dann von Vorteil, wenn diese 
mittleren Punkte in genügender Schärfe und Zahl vorliegen. 
In unserem Falle ist sie die weniger geeignete. 

Obwohl die Beobachtungen aus 4 verschiedenen Ver- 
suchsreihen entstammen, die sich noch dazu durch die Ferment- 
konzentration unterscheiden, fügen sich alle Beobachtungspunkte 
zu einer Kurve zusammen, die sich mit einer auf Grund des 
Massenwirkungsgesetzes berechneten Kurve befriedigend deckt. 
Es ergibt sich hieraus die Dissoziationskonstante der Maltase- 
Methylglucosidverbindung: 


[Maltase-Glucosid] ` ` 

[Maltase]-[Glucosid] 

oder die Affinitätskonstante dieser Verbindung 
[Maltase] - [Glucosid] 

[Maltase-Glucosid-Verbindung] 


Diese Affinität ist also etwas schwächer als die der Invertase 
zur Saccharose (k= 0,0167 bzw. 60). 

Die Genauigkeit dieser Zahl kann auf Grund des Grades 
der Übereinstimmung der verschiedenen Versuchsreihen dahin 
geschätzt werden, daß log k mit Bestimmtheit auf mindestens 
+0,1, k selbst auf etwa + 20°/, des Wertes genau bestimmt ist. 


10-19% — 0,090 


== 11,1. 


Zusammenfassung. 


Das «-Methylglucosid-spaltende Ferment der Hefe hat sein 
Wirkungsoptimum zwischen р, 5,8 und 6,6; der Höhepunkt liegt 
wohl bei 6,2. — Die Bedingungen der Spaltung sind bezüg- 
lich der H'-Ionenkonzentration sehr ähnlich, wenn auch nicht 
mit Sicherheit völlig gleich denen der Maltosespaltung. 

Die Affinitätskonstante der Maltase zum «-Methylglucosid 
ist 11,1, also merklich niedriger als die betreffende Konstante 
der Invertase-Saccharose-Bindung. 


Über zuckerfreie Hefegärungen. ХШ. 


Zur Frage der Aldehydbildung bei der Gärung von Hexosen 
sowie bei der sog. Selbstgärung. 


Von 


C. Neuberg und Joh. Kerb. 


Seit langem ist bekannt, daß bei der alkoholischen Gärung 
kleine Mengen von Acetaldehyd auftreten. Die Anschauungen 
über die Entstehung dieser kleinen Aldehydquantitäten haben 
im Laufe der Zeit gewechselt. 

Früher nahm man allgemein eine sekundäre Bildung durch 
eine geringfügige Oxydation des vorhandenen Alkohols an. Daß 
eine solche Entstehungsweise tatsächlich vorhanden ist, geht aus 
den grundlegenden Arbeiten Trillats hervor, auf die wir 
später (siehe S. 166 u. 169) eingehen. 

Erst die Auffindung der Brenztraubensäuregärung be- 
rechtigte zu der Annahme einer direkten Entstehung von 
Aldehyd bei Hefegärungen, und es ist die Möglichkeit erörtert, 
daß ein solcher Teilvorgang des Gärungsprozesses eine Quelle 
des Acetaldehyds sein könnte. 

Neuberg und Kerb?) fanden sodann im Verfolg theo- 
retischer Studien Acetaldehyd bei der Selbstgärung bzw. Auto- 
lyse von Hefe und Hefepräparaten. Solche Befunde hatte 
kurz zuvor auch Kostytschew?°) erhoben. Da Kostytschew 
glaubt, diesem Auftreten kleiner Mengen von Aldehyd eine be- 
sondere Bedeutung für die Theorie der alkoholischen Gärung 
beimessen zu sollen, haben wir schon früher zu seiner Mit- 
teilung Stellung nehmen müssen. Unsere weitere Beschäftigung 
mit diesem Gegenstande zwingt uns leider, auch den weiteren 


1) С. Neuberg und J. Kerb, diese Zeitschr. 48, 494, 1912. 
®) S. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 130, 359, 1912. 
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von Kostytschew!) über diese Frage angestellten Versuchen 
sowie den daraus gezogenen Schlußfolgerungen entgegenzutreten. 

Wir wollen vorweg unsere Ergebnisse dahin zusammen- 
fassen, daß die kleinen Mengen Aldehyd, wie sie bei den ver- 
schiedenen Variationen alkoholischer Gärungsprozesse bisher 
isoliert worden sind, vorläufig zu keinen Schlußfolgerungen 
über das eigentliche Wesen des Gärungsvorganges berechtigen. 

In voller Übereinstimmung mit Kostytschew finden 
wir, daB bestimmte Zusätze, wie Chlorzink, die Ausbeute an 
Aldehyd bei der Vergärung von Saccharose oder Trauben- 
zucker steigern können, einerlei, ob die Vergärung mit frischer 
Hefe oder Dauerhefepräparaten vorgenommen wird. Betrachtet 
man aber die Mengen des dabei entstandenen Aldehyds, so 
muß man zu der Überzeugung gelangen, daß ihre Quantität 
zur Menge des angewandten Zuckers in keinem diskutabeln 
Verhältnis steht. 

Stellt man sich für einen Moment auf den Standpunkt, 
daß alle experimentellen Angaben Kostytschews akzeptiert 
werden können, so findet man, daß die von ihm isolierten 
Mengen Aldehyd sich um 0,6 bis 1,5 pro Mille, berechnet 
auf den angewandten Zucker, bewegen und nur in einem 
Falle 2,0 pro Mille erreichen’). 

Da man nun immerhin einwenden könnte, daß in Wirk- 
lichkeit weit größere Aldehydmengen gebildet würden, als sie 
mit p-Nitrophenylhydrazin isoliert werden können, so haben 
wir in einigen Kontrollversuchen den Aldehyd nach der Me- 
thode von Ripper bestimmt. Wir fanden 0,92 bzw. 0,72 pro 
Mille des angewandten Zuckers, also Resultate von genau der 
gleichen Größenordnung. 

Es scheint uns ungerechtfertigt, auf Grund solcher Mengen- 
verhältnisse innere Zusammenhänge aufbauen zu wollen. 

Diese Schlußfolgerung müssen wir ziehen, obgleich nach 
unseren eigenen Ansichten der Acetaldehyd eine Zwischenstufe 


1) S. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 93, 1913. 

2) 179 g Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon entspr. 44 g Acetaldehyd, 
а. Ь. rund einem Viertel; übrigens liegt obiger Berechnung 7. Т. noch 
die Ausbeute an nicht gereinigtem p-Nitrophenylhydrazon zugrunde, so 
daß sich die oben angeführten Ausbeuten an sich wohl z. T. noch ein 
wenig reduzieren. 
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bei der alkoholischen Gärung bildet. Freilich stellen wir uns 
den Vorgang wesentlich anders vor als Kostytschew. 

Um möglichst wenig Annahmen zu machen und um nichts 
über eine direkte Vergärbarkeit der Triosen zu präjudizieren, 
kann man vorläufig folgendes Schema in Betracht ziehen'): 


о) С„Н,„О„—2 H,O = С,Н,О, (Methylglyoxal-aldol). 


6182 
В) С,Н,О, = 2 СН, : С(ОН).СНО bzw. 2 СН, . СО. СОН (Me 
thylglyoxal). 
у) CH,:C(OH).COH-+H,0 Н, CH,OH.CHOH.CH,OH 
= + (Glycerin) 
CH, :C(OH).COH О СН,:С(ОН).СООН 
(Brenztraubensäure) 


ô) CH,.CO.COOH = CO, + CH,.COH (Acetaldehyd) 
e) CH,.CO.COH О CH,.CO.COOH (Brenztrauben- 


+| = 7 säure) 
CH,.COH Н, CH,.CH,OH (Athylalkoho!). 

Diese Formulierung kann man mit der besonders reaktions- 
fähigen Modifikation (Enolform?) des Zuckers beginnen lassen, 
die vielleicht beim Zerfall des bekannten Hexosediphosphor- 
säureesters entsteht. Sie kann auch vom gewöhnlichen Trauben- 
zucker ausgehen und kommt schließlich auf eine wiederholte 
Cannizzaro-Umlagerung des Methylglyoxals hinaus). Bei der 
ersten entstehen Brenztraubensäure und unter Addition von 
Wasser Glycerin?). Nachdem dann die Brenztraubensäure durch 
die Carboxylase in Kohlendioxyd und Acetaldehyd gespalten 
ist, findet nunmehr die Cannizzarosche Reaktion zwischen zwei 
verschiedenen Aldehyden, dem Acetaldehyd und dem Methyl- 
glyoxal, statt; dabei werden Äthylalkohol und Brenztrauben- 
säure gebildet. Aus letzterer erzeugt die Carboxylase stets 
von neuem Kohlendioxyd und Acetaldehyd usw. Immer ent- 
steht und ständig zerfällt die Brenztraubensäure. Sie kann sich 
nie anhäufen, so wenig wie das Methylglyoxal! Dagegen ist 

1) Näheres siehe bei С. Neuberg, Die Gärungsvorgänge und der 
Zuckerumsatz der Zelle Monogr. 1913, bei С. Fischer, Jena. 

*) Sollte beispielsweise einmal Glycerinaldehyd als Zwischenglied 
sicher erwiesen werden, so läßt sich sein Übergang in Methylglyoxal 
sowie eine gemeinsame Cannizarosche Reaktion zwischen diesen beiden 


Substanzen, die ebenfalls Glycerin und Brenztraubensäure ergibt, obigem 
Schema ohne weiteres einfügen. 
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es klar, daß schließlich etwas Acetaldehyd übrigbleiben muß, 
wenn alles Methylglyoxal umgesetzt ist. Nach dieser Auffassung 
wären kleine Mengen Glycerin und Acetaldehyd notwendige 
Nebenprodukte. Auch die Entstehung von Milchsäure fügt 
sich ungezwungen diesem Schema, wenn man annimmt, daß 
ein kleiner Teil des Methylglyoxals durch eine „innere“ 
Cannizzarosche Reaktion bzw. durch eine Benzilsäureumlagerung 
zu weiter nicht angreifbarer Milchsäure stabilisiert, d. h. in 
ein Endprodukt verwandelt wird: 


CH,.CO н, CH,.CHOH 


Е Жы. | 
COH о СООН. 


Dieses Schema, von dem zwar einzelne Phasen bewiesen 
sind, stellt selbstverständlich nur eine Arbeitshypothese dar. 
Es verzichtet auf die Annahme des doch einigermaßen in der 
Luft schwebenden labilen Wasserstoffs mit phantastischem Re- 
duktionsvermögen und erklärt auch die Bildung der Neben- 
produkte. Nur ein solches liegt auch im Acetaldehyd vor, der 
nach obigem Schema stets nur in kleinen Mengen auftreten 
kann in Übereinstimmung mit den tatsächlichen Verhältnissen. 

Daß man solche Nebenreaktionen beeinflussen kann — 
verstärken oder schwächen —, ist eine alte Erfahrung bei 
rein chemischen wie biochemischen Vorgängen, und von diesem 
Gesichtspunkte aus beanspruchen die Kostytschewschen Ver- 
suche zweifellos Beachtung. 

Kostytschew fand (l. с.) zunächst, daß ein Zusatz von 
Chlorzink zu gärenden Zuckerlösungen die Ausbeute an Acet- 
aldehyd erhöht, wobei die Gesamtmenge allerdings nur den 
oben angegebenen Umfang erreicht. 

Seine anfängliche Deutung, daß Chlorzink den intermediär 
entstehenden Aldehyd durch Polymerisation weiteren Verände- 
rungen entziehe, hat der Autor!) jetzt selbst fallen lassen, 
nachdem wir?) früher die Unwahrscheinlichkeit einer solchen 
Wirkungsweise erörtert hatten. Wir wollen deshalb nicht näher 
auf die Versuche eingehen, die zeigen, daß in verdünnt wässe- 


1) S. Kostytschew und A. Scheloumoff, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 85, 497, 1913. 
DC Neuberg und J. Kerb, diese Zeitschr. 48, 494, 1912. 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 11 
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riger Lösung Zinkchlorid Acetaldehyd nicht polymerisiert, und 
andererseits dartun, daß im nichtdestillierten chlorzinkhaltigen 
Gärgut bereits gewöhnlicher Acetaldehyd vorhanden ist. Wir 
müssen aber unsere anfängliche Behauptung aufrechterhalten, 
daß auch die späteren Deduktionen Kostytschews die Wir- 
kungsweise des Chlorzinks in keiner Weise erklären. 

Wir haben nun Acetaldehyd in immerhin nachweisbaren 
Mengen auch in Hefeansätzen ohne Zuckerbeigabe isolieren 
können und die Frage aufgeworfen, ob die kleinen Aldehyd- 
mengen mit Sicherheit überhaupt von Zucker hergeleitet werden 
können, und nicht andern primären oder sekundären Bestand- 
teilen des Gärgutes entstammen. Zwar will Kostytschew 
andere Bildungsweisen des Acetaldehyds nicht bestreiten; er 
behauptet jedoch, daß dieselben bei seiner Versuchsanordnung 
ohne Bedeutung seien, da er nur bei wirklicher Vergärung von 
Zucker in Gegenwart von Chlorzink eine gesteigerte Bildung 
von Acetaldehyd finde. 

Diese Behauptung läßt sich durch folgende einfache Ver- 
suchsanordnung widerlegen. 

Es ist ein allgemein anerkannter Vorzug des Macerations- 
saftes nach v. Lebedew, daß derselbe höchstens Spuren einer 
Selbstgärung, meistenteils aber überhaupt keine solche aufweist. 

An einer Probe eines solchen höchst wirksamen Lebe- 
dew-Saftes, der keinerlei Selbstgärung aufwies, fanden wir nach 
4tägigem Stehen eine starke Reaktion des Destillats nach 
Rimini. In einer ebenso, aber unter Zusatz von Chlorzink 
angestellten Probe schien die Reaktion deutlich verstärkt. 

Deshalb haben wir Versuche mit größeren Mengen Масега- 
tionssaft von gleicher Qualität quantitativ durchgeführt und 
geben folgende wieder. 

A. 210 ccm Lebedew-Saft wurden auf 3 Glasstöpselflaschen 
verteilt und zu jeder Flasche 4 ccm Toluol gefügt. Nach 
5 Tagen wurden die 3 Portionen vereinigt und destilliert. Das 
Destillat gab starke Rimini-Reaktion und lieferte 0,0425 g Acet- 
aldehyd-p-nitrophenylhydrazon, das nach dem Umkrystallisieren 
bei 126° schmolz. 

В. Derselbe Versuch wurde mit 210 ccm des gleichen Ма- 
cerationssaftes angesetzt, nur unter Zugabe von 0,35 g Zink- 
chlorid auf jede Portion von 70 ccm Saft. 
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Die gleichartige Verarbeitung führte hier zu einer Flüssig- 
keit, die stark positive Rimini-Reaktion zeigte und 0,1365 g 
Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon ergab; letzteres schmolz nach 
dem Umkrystallisieren bei 126 bis 127°. 


Solche Versuche widerlegen in eindeutiger Weise Kosty- 
tschews Behauptung. Denn einerlei, woher der in chlorzink- 
freiem Saft enthaltene Aldehyd auch stammt!), im chlorzink- 
haltigen findet eine Erhöhung der Aldehydausbeute statt. 


Diese kann nicht auf Kosten einer Selbstgärung gesetzt 
werden, da laut unseren Kontrollen der Saft keinerlei Selbst- 
gärung aufwies. 

Den Anschauungen, die Kostytschew?) jüngst vom Wesen 
der Selbstgärung entwickelt hat, vermögen wir nicht bei- 
zupflichten. Eine völlige Identifizierung der Selbstgärung mit 
der normalen Vergärung des Zuckers ist keinesfalls zulässig. 

Zum mindesten sind für die Hefeselbstgärung Fermente er- 
forderlich, welche die Hydrolyse der Polysaccharide herbeiführen, 
über deren Wirkungsweise wenig und über deren Beeinfluß- 
barkeit gar nichts bekannt ist. Es ist daher keineswegs aus- 
gemacht, daß eine Aldehydbildung bei der Vergärung von Zuckern 
völlig identisch ist mit der Entstehung des Aldehyds bei der 
Selbstgärung von Hefepräparaten. Im übrigen übersieht 
Kostytschew, daß es sich bei den Versuchen mit Hefanol, 
Zymin und Lebedew-Hefe überhaupt nicht um einfache Selbst- 
gärung, sondern vielmehr um autolytische Vorgänge handelt, 
namentlich dort, wo ein Zusatz antiseptischer Mittel, wie Toluol 
oder Chlorzink, vorgenommen ist. Denn die Menge präfor- 
mierter Kohlenhydrate der Hefe ist doch relativ klein im Ver- 
gleich zur Gärkraft des betreffenden Hefequantums, und man 
sollte erwarten, daß die Zymase, die doch große Mengen zu- 
gesetzten Zuckers vergärt, jene kleine Quantität Zucker um- 


1) О. Е. Ashdown und J. Th. Hewitt (Trans. Chem. Soc. 97, 
1636, 1910) haben bei Alaninzusatz zu gärenden Zuckerlösungen un- 
zweifelhaft schon vor Jahren eine vermehrte Bildung von Acetaldehyd 
gefunden. Man könnte diese durch den Eintritt einer Art von 
Strecokerschen Reaktion zwischen Alanin und einem Hefebestandteil 
leicht deuten. Vgl. die wichtigen Feststellungen von A. Bach, diese 
Zeitschr. 52, 412, 1913. 

*) S. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 96, 1913. 

11* 
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setzt, die durch Selbstverzuckerung entsteht. Einschlägige Ver- 
suche lehren aber, daß dies keineswegs der Fall ist. 

Schon 1889 hat Е. Salkowski!) in seinen grundlegenden 
Untersuchungen über die Autolyse der Hefe die Beobachtung 
gemacht, daß das Glykogen verschwindet und in reduzierenden 
Zucker übergeht. Zu denselben Ergebnissen ist M. Cremer‘) 
gelangt. 

Während Salkowski zuerst angenommen hatte, daß es sich um 
Fructose handelt, hat er später’) Cremer darin beigestimmt, daß ge- 
wöhnlicher Traubenzucker vorliegt. 

Wir haben den Versuch noch einmal angestellt, und es ist 
uns ein leichtes gewesen, mit der von uns*) angegebenen Fal 
lungsmethode für Aminosäuren und durch nachfolgende Be- 
handlung mit Alkohol das Hefenautolysat soweit zu reinigen, 
daß direkt eine stark dextrogyre und ohne weiteres vergärbare 
Lösung von Traubenzucker entstand. 


Versuch 1. 

100 g frische HefeM (obergärig) wurden mit 500 ccm Was- 
ser sowie mit 12 ccm Toluol 3 Tage im Brutschrank bei 37° 
digeriert. Nach dieser Zeit wurden 10 ccm des Autolysats mit 
2 ccm kolloidaler Eisenhydroxydlösung enteiweißt. Das klare 
Filtrat reduzierte direkt Fehlingsche Mischung, wenn auch ohne 
starke Abscheidung von Kupferoxydul. Letzteres schied sich 
dagegen in einer mit festen Mercuriacetat behandelten und 
dann entquecksilberten Probe kräftig aus. 

Nach 86&рісег Digestion wurden 400 ccm Autolysat mit 
100 ccm Eisenlösung gefällt. 250 ccm klares Filtrat wurden 
auf dem Wasserbade auf 10 ccm eingeengt und ohne Filtration 
mit Soda schwach alkalisiert und mit Mercuriacetat sowie mit 
Natriumcarbonat so lange behandelt, als noch ein Niederschlag 
entstand. Dieser wurde abfiltriert, ausgewaschen, das Filtrat 
alsdann mit verd. HCl genau neutralisiert und mit Schwefel- 
wasserstoff vom Quecksilber befreit. 

Die so erhaltene wasserklare Lösung wurde unter vermin- 
dertem Druck in vacuo zum Sirup konzentriert; letzterer wurde 


1) Е. Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 13, 506, 1889. 
2) М. Cremer, Ergebn. d Physiol. I, 905, 1902. 

3) Е. Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 54, 398, 1908. 
4) C. Neuberg und J. Kerb, diese Zeitschr. 40, 498, 1912. 
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mit siedendem Alkohol von 93°/, erschöpfend extrahiert, der 
filtrierte Alkoholauszug verdunstet und der Rückstand abermals 
in siedendem Alkohol aufgenommen. Nach dem Abdampfen 
hinterblieb ein Sirup, dessen Lösung in 50 ccm Wasser Feh- 
lingsche Mischung stark reduzierte und mit frischer Hefe in 
wenigen Minuten in lebhafte Gärung geriet. 

Die Polarisation ergab eine Rechtsdrehung entsprechend 
einem Gehalt von 0,50°/, Glucose, die Titration nach Pavy- 
Kumagawa einen Zuckergehalt von 0,59°/, Glucose. 


Versuch 2. 


Ein analoger Versuch, bei dem 100 g UnterhefeD 5 Tage 
hindurch bei Zimmertemperatur und Toluolwasser autolysiert 
wurden, ergab gleichfalls eine dextrogyre, reduzierende und 
gärende Endlösung. 

Von Wichtigkeit war es zu untersuchen, ob bei der von 
Kostytschew gewählten Versuchsanordnung auch Hefanol 
sowie Trockenhefe nach v. Lebedew bei der Digestion in 
Gegenwart von Toluol vergärbaren Zucker in die Lösung ent- 
senden. Das ist bei beiden Hefepräparaten in ausgesprochener 
Weise der Fall. 


Versuch 3. 


40 р Hefanol, 200 ccm Wasser und 5 ccm Toluol wurden 
5 Tage bei 37° im Brutschrank belassen. Nach Behandlung 
mit 20 ccm kolloidaler Eisenhydroxydlösung wurde filtriert, 
der Niederschlag ausgewaschen und die klaren Flüssigkeiten 
auf dem Wasserbad eingeengt. Es resultierte eine Lösung, die 
reduzierte, рог und Glucosazonkrystalle ergab. 


Versuch 4. 


100 g Lebedew-Hefe, 500 ccm Wasser und 15 ccm Toluol 
wurden 5 Tage digeriert. Die entsprechende Verarbeitung ergab 
auch hier eine Endlösung, die Fehlingsche Mischung reduzierte, 
mit frischer Hefe schnell in Gärung geriet und beim Kochen 
mit essigzaurem Phenylhydrazin krystallinisches Glucosazon 
abschied. 

Diese Feststellungen entkräften zugleich die Behauptung 
Kostytschews, daß im Brutschrank die Glykogenverzuckerung 
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und also die Selbstgärung bedeutend gesteigert ist, im Ver- 
gleich zu dem Ablauf der Prozesse bei Zimmertemperatur. 

Nur die erste Behauptung, die einer längst bekannten 
Tatsache entspricht, ist richtig. Die zweite Angabe dagegen 
nach den mitgeteilten Versuchen hinfällig. Im übrigen ist es 
uns unverständlich geblieben, wieso — bei Vorsichtsmaßregeln 
gegen Abdunstung — die Aldehydbildung bei Zimmertempe- 
ratur stärker sein soll als im Brutschrank, da nach Kosty- 
tschews eigener Behauptung bei höherer Temperatur mehr 
Zucker umgesetzt wird als bei niederer. 

Es scheint uns ein Widerspruch, daß beim größeren Um- 
fang der Vergärung nicht auch mehr des supponierten Zwischen- 

produktes entstehen solle. | 


Scheinbar völlig mißverstanden hat Kostytschew unsere 
früheren Zinkchlorid-Versuche, bei denen wir Zucker durch 
Alkohol ersetzt haben. Denn der Autor schreibt: „Auch fällt 
es gleich auf, daß sämtliche Versuchskolben nicht nur mit 
Alkohol, sondern auch mit Zinkchlorid versetzt wurden.“ Es 
war selbstverständlich unsere Absicht, die Wirkung des Systems 
Hefe + Alkohol + Chlorzink kennen zu lernen. Denn aus den 
eingehenden Studien Trillats!), die Kostytschew wohl über- 
sehen hat, geht ganz klar hervor, daß sekundär aus Äthylalkohol 
Acetaldehyd entstehen kann?) Unser positiver Befund von 
Acetaldehyd steht daher mit den unwiderlegten älteren Arbeiten 
Trillats durchaus im Einklange. 

Neuerdings ist Kostytschew dazu übergegangen, die Ri- 
minische Reaktion für quantitative Zwecke zu verwerten, indem ег 
die entstandene Färbung zu colorimetrischen Vergleichen benutzt. 

Ein solches Verfahren scheint uns unzulässig. Einmal 
müssen wir auf die von uns?) schon gemachte Beobachtung 
verweisen, daß bei der Destillation von Dauerhefeansätzen 
bisweilen eine Flüssigkeit übergeht, die bereits bei alleinigem 


1) А. Trillat, Compt. rend. de l’Acad. d. Sc. vom 23. März 1908. 
Ann. de l’Inst. Pasteur 22, 1908; 24, 1910. 

*) Über die mögliche Erklärung einer solchen Reaktion siehe die 
bedeutsamen Ausführungen von H. Wieland (Ber. 46, 3335, 1913). 

®) C. Neuberg und J. Kerb, diese Zeitschr. 43, 498, 1912. 
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Zusatz von Nitroprussidnatrium eine bläuliche Färbung gibt!). 
Daher ist es klar, daß trotz gleichen Zusatzes von Nitroprussid- 
natrium- und Diäthylaminlösung zu solchen Gärungsdestillaten 
ungleiche Mengen Reagenzien in Wechselwirkung treten können. 


Zweitens kann eine Fehlerquelle im Diäthylamin selbst 
gelegen sein. Denn wir haben einige Male Proben im Handel 
getroffen, die mit Nitroprussidnatrium allein eine mehr oder 
minder deutliche Bläuung ergaben. 


Es muß dahingestellt bleiben, um welche Verunreinigung es sich 
hierbei handelt. Vielleicht darf man an Spuren von Acetaldehyd selbst 
denken, die durch Autoxydation allmählich entstehen könnten. Sioherer 
ist jedenfalls die Verwendung von Piperidin. 


Überhaupt sind für Schlußfolgerungen auf diesem Gebiete 
nur die exaktesten Methoden brauchbar. 


Schwere Bedenken müssen gegen die Versuchsanordnung 
von Kostytschew und Hübbenet?) für die quantitative Be- 
stimmung des Alkohols neben Aldehyd geltend gemacht werden. 


Kostytschew gibt folgende Vorschrift: „Nach Beendigung der 
Gärung wurde der Inhalt des Gärkolbens abdestilliert und das erhaltene 
Destillat durch wiederholte Destillationen eingeengt. Die Abscheidung 
des überschüssigen Acetaldehyds geschah auf folgende Weise: Das vorher 
von etwa vorhandener Ameisensäure (wie?) befreite Destillat wurde mit 
Natriumbisulfit versetzt und nach einiger Zeit vorsichtig abdestilliert; 
hierbei wird der Acetaldehyd als Natriumbisulfitverbindung zurück- 
gehalten; man hat nur dafür zu sorgen, daß nicht mehr als die Hälfte 
der Flüssigkeit in die Vorlage übergeht. Das erhaltene Destillat wurde 
von schwefliger Säure durch eine andere Destillation unter Zusatz von 
Natriumcarbonat befreit. Waren alsdann die Aldehydreaktionen nicht 
vollkommen verschwunden, so wurde die Bearbeitung mit Natriumbisulfit 
wiederholt. Das zuletzt erhaltene Destillat war dann vollkommen frei 
von Acetaldehyd und konnte für quantitative Alkoholbestimmungen 
verwendet werden. Letztere sind dann pyknometrisch erfolgt. 


Trotz zahlreicher Versuche ist es uns, in Übereinstimmung 
mit у. Lebedew‘°), nicht gelungen, mittels dieser Bisulfitmethode 
Aldehyd und Alkohol zu trennen; wir haben daher selbst einen 
anderen Weg einschlagen müssen. 


1) Für unsere frühere Angabe, daß es sich um ein aminartiges 
Produkt im Destillat handeln müsse, haben wir in anderem Zusammen- 
hange neue Argumente beigebracht (diese Zeitschr. 56, 500, 1913). 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 363, 1912. 

3) А. у. Lebedew und N. Griaznoff, Ber. 45, 3263, 1912. 
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Unsere Versuche haben wir mit sehr schwachen (0,4 bis 
1°/,igen) Aldehydlösungen ausgeführt. 100 ccm einer SA 
Aldehydlösung wurden mit einem Überschuß reiner Bisulfit- 
lösung versetzt und nach einiger Zeit genau nach Kosty- 
tschews Angaben vorsichtig zur Hälfte abdestilliert. Nach 
Rektifikation dieses Destillats über Soda ging eine Flüssigkeit 
über, die nicht nur die Reaktionen, sondern auch den Geruch 
des Aldehyds unverkennbar zeigte. Selbst durch 2 und 3 malige 
Wiederholung der Prozedur haben wir stets in den End- 
destillaten Aldehyd gefunden. 


Wir können daher den Angaben Kostytschews über die 
Reduktionen von Acetaldehyd zu Äthylalkohol durch Hefe keine 
unbedingte Beweiskraft beimessen, während die Angaben von 
Lebedew durchaus überzeugend sind. 


Bei dieser Gelegenheit möchten wir bemerken, daß nach 
unseren früheren Angaben!) die quantitative Zerstörung des 
Aldehyds mit Silberoxyd glatt und schnell gelingt. Im übrigen 
ist es möglich, auch ohne Beseitigung des Aldehyds Alkohol 
und Aldehyd nebeneinander zu bestimmen. Man kann den 
Aldehyd nach dem obenerwähnten Verfahren von M. Ripper 
auch in Gegenwart von Alkohol titrieren, und zwar ist die 
Titration, wie О. у. Fürth und р. Сһагпавв?) zeigten, außer- 
ordentlich genau. Die Alkoholbestimmung läßt sich auch bei 
Gegenwart von Aldehyd nach der Niclouxschen Methode aus- 
führen, wovon wir uns durch eigene Versuche besonders über- 
zeugt haben. 

Bestimmungen von Aldehyd und Alkohol durch Kombina- 
tion der Methoden von Ripper und Nicloux haben uns nun 
ein Resultat ergeben, das auf noch andere Vorgänge bei der 
Einwirkung von Hefe auf verdünnte Aldehydlösung hinweist. 

A. In einen Kolben, in dem sich 30 g frische Preßhefe 
und 250 com Wasser befanden, wurden 80 ccm "/, „Aldehyd 
gleich 0,352 g Aldehyd im Verlaufe von 2 Stunden portions- 
weise hinzugegeben. 

B. In einem zweiten Kolben befanden sich 30 g der gleichen 
Hefe und 330 ccm Wasser. 


1) С. Neuberg und J. Kerb, diese Zeitschr. 58, 414, 1913. 
2) О. v. Fürth und D. Charnass, diese Zeitschr. 26, 207, 1910. 
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Nach 22 Stunden wurden aus beiden Kolben je 150 ccm 
mit aller Vorsicht abdestilliert. 


A. 

Die Aldehydbestimmung ergab, daß noch 11,4 ccm |, o 
Aldehyd vorhanden waren. Es waren also 68,6 ccm, entsprechend 
0,3018 g Aldehyd, verschwunden. 

Die Alkoholbestimmung ergab eine Menge von 0,480 g 


Äthylalkohol. 
B. 


Die Alkoholbestimmung dieses Kontrollversuchs ergab einen 
Gehalt von 0,332 g Äthylalkohol. 

Die Differenz des Alkoholgehalts beträgt also 0,148 g, 
während dem verschwundenen Aldehyd eine Menge von 0,3156 g 
Alkohol entsprochen haben würde. 

Andere gleichartige Versuche haben ein ähnliches Ergebnis 
gehabt. 

Es zeigte sich also, daß mehr Aldehyd verbraucht ist, als 
dem Alkoholzuwachs äquivalent ist. Die Versuche hierüber 
werden fortgesetzt, und wir möchten nur mit aller Reserve 
der Vermutung Ausdruck geben, daß es sich hier vielleicht um 
ein Verschwinden des Aldehyds durch Eintritt der Cannizzaro- 
schen Reaktion oder um eine Aldolkondensation!) oder auch 
um Acetalbildung handelt. 

Rechnet man die von Kostytschew mitgeteilten Daten 
über die Reduktion des Aldehyds zu Äthylalkohol durch, so 
findet man — selbst bei seinen vermutlich zu hohen Alkohol- 
Zahlen — auch nur eine Alkoholmenge, die meist weniger als die 
Hälfte des zugesetzten Aldehyds ausmacht oder ihr gelegent- 
lich etwa gleichkommt. 

Übrigens ist die Tatsache, daß Aldehyd in Berührung mit 
Hefe verschwindet, schon von Trillat?) zum Gegenstand be- 
sonderer Untersuchungen gemacht worden. 

Zum Schluß möchten wir noch auf die Behauptung Kosty- 
tschews eingehen, daß es ihm gelungen sei, durch Zusatz von 
Chlorzink zum erstenmal die Wirkung eines Fermentes (der 
Zymase) in andere Bahnen zu lenken. Diese weitgehende bio- 


1) Vgl. С. Neuberg, diese Zeitschr. 48, 491, 1912. 
DA Trillat, Compt. rend. 1908. 
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logische Schlußfolgerung scheint uns in keinem Falle berech- 
tigt. Es handelt sich doch einfach um eine Verschiebung der 
Schwellenwerte. 

Da es zweifelhaft ist, ob die Aldehydspuren überhaupt 
aus umgesetztem Zucker hervorgehen, könnte die Diskussion 
über diesen Punkt als überflüssig erscheinen. Aber selbst 
wenn dieser kleine Zuwachs an Aldehyd, den man bei Zink- 
chloridzusatz im Vergleich zur chlorzinkfreien Gärung erzielt, 
wirklich direkt aus Zucker hervorgehen würde, so handelte es 
sich doch nur um eine Verschiebung des Schwellenwertes durch 
Milieuänderung. Das heißt, es wird durch Zusatz eines Agens 
in der gleichen Zeit mehr von einem bestimmten Endprodukt 
erzielt, als ohne diese Zugabe. Dafür aber kennt die reine 
sowie die Enzym-Chemie zahlreiche Beispiele. 


Zusammenfassung. 


1. Die Mengen Aldehyd, die bei der normalen alkoholischen 
Gärung entstehen, und ihre Verstärkung durch Chlorzink sind so 
minimal (0,5 bis 2 pro Mille des zur Gärung angesetzten Zuckers), 
daß sie an sich nicht zur Annahme berechtigen, daß aller Äthyl- 
alkohol durch Hydrierung fertig gebildeten Aldehyds entsteht. 

2. Es ist kein Beweis dafür erbracht, daß dieser Aldehyd 
lediglich umgesetztem Zucker entstammt. 

3. Die bisherigen Angaben Kostytschews über die Re- 
duktion von Acetaldehyd zu Äthylalkohol sind wegen methodi- 
scher Mängel ungenau. 

4. Es sind Anzeichen dafür vorhanden, daß die Umwand- 
lung des Aldehyds durch Hefe außer Äthylalkohol auch noch 
andere Produkte liefert, eine Frage, worüber Versuche noch 
ausgeführt werden sollen. 


Bemerkungen zu Spiros Ш. Mitteilung über die Fällung 
von Kolloiden'). 


Von 


H. Pechstein. 


(Aus dem biologischen Laboratorium des städtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1913.) 


Spiro befaßt sich in dieser Arbeit mit der H-Ionenkonzentration 
von Neutralsalzeiweißgemischen und glaubt, daß die Verschiedenheit der 
Werte des Wasserstoffionenexponenten pg bei Anwendung isomolarer 
Lösungen der einzelnen Salze von der verschieden großen Dissoziation 
dieser Salze abhängig sei, indem sie eben infolge ihrer unvollkommenen 
Dissoziation als Reaktionspuffer wirken sollten. Die absolute Genauig- 
keit seiner angeführten Zahlen läßt er absichtlich unerörtert, doch 
glaubt er, daß die Werte für den beabsichtigten Zweck ausreichend seien. 

Nun wäre aber die Auffassung eines Neutralsalzes wie KCl usw. 
als Puffer etwas durchaus Neues und soll deshalb hier erörtert werden. 

Der Wasserstoffionenexponent der Eiweißlösung wurde elektro- 
metrisch uud colorimetrisch bestimmt und zu 7,69 resp. 7,73 gefunden. 
Was den Wert dieser Zahl anbetrifft, so hängt derselbe entgegen Spiros 
Annahme nur zum Teil von der Reaktion des Eiweißes ab und wird 
vornehmlich von den stets vorhandenen alkalischen Verunreinigungen 
sowie dem Kohlensäuregehalt der Lösung beherrscht. Da Spiro nicht 
einmal dialysierte Eierklarlösung anwandte, wenigstens gibt er nichts 
davon in seiner Arbeit an, so würde es sich in diesem Falle hauptsäch- 
lich um ein Carbonat- und Phosphatgemisch handeln. 

Für die yg-Werte der Salzlösungen gibt Spiro leider nicht an, auf 
welche Weise sie bestimmt wurden, und doch wäre dies gerade hier er- 
wünscht gewesen, da beide Methoden den Messungen pufferluser Neutral- 
salzlösungen große Schwierigkeiten entgegensetzen, und es daher wichtig 
wäre, zu erfahren, auf welche Weise diese Schwierigkeiten beseitigt 
wurden. Bei der elektrometrischen Bestimmung geben die pufferlosen 
Neutralsalzlösungen äußerst schwer ein konstantes Potential. Dasselbe 


1) Diese Zeitschr. 56, 11, 1918. 
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steigt und fällt ständig in ziemlich weiten Grenzen. Um dieses zu be- 
seitigen, hat Hasselbalch!) neuerdings ein Verfahren angegeben, wobei 
die Flüssigkeit während der Messung ständig geschüttelt wird. Im 
übrigen gibt auch die von L. Michaelis und Davidoff?) beschriebene 
Methode bei Anwendung frisch platinierter Elektroden und bei geringem 
Eintauchen des Platins recht befriedigende, konstante Werte in pufferlosen 
Lösungen, wenn man die Wasserstoffblase etwa doppelt so oft, als da- 
selbst angegeben, umschüttelt. 

Bei der colorimetrischen Methode, die Spiro hierbei anscheinend 
ausschließlich angewandt hat, stören gerade die Salze die Bestimmungen 
recht erheblich 3), da sie auf den Farbenumschlag der Indicatoren Ein- 
fluß haben, ohne daß gleichzeitig die Reaktion in demselben Sinne ge- 
ändert würde. Dieser Fehler kann in °/,-Lösungen, wie sie Spiro an- 
wendet, sehr bedeutend sein. Ferner ist zu bedenken, daß jeder Indi- 
cator selber ein Elektrolyt ist, der einer pufferlosen Salzlösung seine 
eigene Reaktion aufzudrängen versucht, und daß daher die colorimetrisch 
gemessene Reaktion gleichzeitig von der Menge des angewandten Indi- 
cators abhängt. Alles dies bezieht sich natürlich nur auf die Neutral- 
salzlösungen im engeren Sinne, wie NaCl usw. und nicht auf die Salze 
schwacher Basen resp. Säuren mit starken Säuren resp. Basen, die sauer 
bzw. alkalisch reagieren. 

Die Werte nun, die Spiro für die Salzlösungen der ersterwähnten 
Gruppe angibt, sind sämtlich sauer, und zwar zum Teil in einer Höhe, 
daß grobe Fehler in der Bestimmung vorliegen müssen, zum Teil aber 
beruhen sie sicher auf dem Kohlensäuregehalt des angewandten Wassers. 
Das destillierte Wasser, das im Laboratorium steht, enthält stets eine 
geringe Menge Kohlensäure gelöst. Läßt man es z. B. einige Zeit bei 
Zimmertemperatur stehen, so daß der Kohlensäuregehalt der Luft und 
des Wassers ins Gleichgewicht kommt, so enthält das Wasser ungefähr 
1/.оосоо Mol Kohlensäure. Die H-Ionenkonzentration hieraus berechnet, 


ergibt 
Н = ү3.10-°.10-5 
= 1,7.10-® 
py = 5,7. 


Die Zahl entspricht ziemlich genau den Werten, die wir des öfteren 
durch elektrometrische Messungen in unserem Laboratorium gefunden 
haben. Ев ist dies nach längerem Stehen der maximal saure Wert, den 
das Wasser durch die Kohlensäure der Luft annimmt und frisch be- 
reitete Neutralsalzlösungen schwanken ganz dementsprechend je nach 
hrem Kohlensäuregehalte zwischen pg = 5,8 und 7,0. 


1) Diese Zeitschr. 49, 451, 1913. 

*) Diese Zeitschr. 46, 131, 1912. 

3) L. Michaelis und Копа, Zeitschr. f. Elektrochemie 1908, Nr. 18, 
diese Zeitschr. 28, 61, 1909 und besonders S. P. L. Sörensen, diese 
Zeitschr. 21, 131, 1909. 
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Als Beispiel mögen zwei Messungen einer 0,5 n-NaBr-Lösung dienen, 
von denen die eine (A) gleich nach der Herstellung mit unserem gewöhn- 
lichen destillierten Wasser angestellt wurde, die andere (B), nachdem die- 
selbe Lösung durch Aufkochen größtenteils von ihrem CO,-Gehalte be- 
freit war. Apy = 6,54 Вру = 7,01. Spiro findet für dieselbe Lösung 
5,43, was durch größeren Kohlensäuregehalt wohl verständlich ist. Solche 
Werte aber wie 4,89 für KBr müssen auf einem Versuchsfehler be- 
ruhen. 

Die Reaktion solcher durch Spuren von Kohlensäure sauren Lösungen 
wird natürlich durch ganz geringe Mengen von Alkali oder von Puffer- 
gemischen zum Schwinden gebracht und die Lösung nimmt die Reaktion 
des betreffenden Alkalis in der jeweiligen Verdünnung resp. des Puffers 
an. Erst bei sehr starken Verdünnungen mit CO,-haltigem Wasser macht 
sich auch hier der Einfluß der Kohlensäure durch leichte Verschiebung 
nach der sauren Seite geltend. 

Ebenso ändert ein reichlicher Zusatz von Neutralsalzen zu einem 
Puffergemische durch Änderung des Dissoziationsgrades des als Puffer 
wirkenden Salzes etwas die Reaktion der Lösung. So wird eine Mischung 
von primärem und sekundärem Natriumphosphat durch Zusatz eines 
anderen Natriumsalzes ein klein wenig sauer, da hierdurch die Dissoziation 
des sekundären Salzes etwas stärker zurückgedrängt wird als die des 
primären. 

In Übereinstimmung mit dem Angeführten findet denn auch Spiro 
bei allen Salzen des Natriums und Kaliums mit stärkeren Säuren (HJ, 
HBr, HNO,, HCl und H,SO,) keine Änderung der H-Ionenkonzentration 
der Eiweißlösung, obwohl er vorher beträchtlich saure Werte für die 
einzelnen Salzlösungen gefunden hatte. Nur in der letzten Reihe der 
beiden ersten Tabellen, in der jedesmal 9 Teile der Salzlösung mit nur 
einem Teile der Eiweißlösung gemischt wurden, tritt eine geringe Ver- 
schiebung nach der sauren Seite ein aus den ebenfalls vorher angeführten 
Gründen. Was also diesen Teil seiner Untersuchungen anbetrifft, so 
wäre er zu denselben Resultaten gelangt, wenn er statt seiner Eierklar- 
lösung eine Phosphatpufferlösung derselben Reaktion, die außerdem in 
ihrem molaren Phosphatgehalte den Phosphatverunreinigungen seiner 
Eiweißlösung hätte entsprechen müssen, und statt seiner Neutralsalz- 
lösungen einfaches, etwas kohlensäurehaltiges Wasser angewandt hätte. 
Selbstverständlich beruht die Reaktion seiner Mischungen auf einem 
Puffergehalte, nämlich dem der Phosphat-, Alkali- und Kohlensäure- 
beimengungen, nur hat sie mit dem Neutralsalz- sowie dem Eiweiß? 
gehalte verschwindend wenig zu tun. 

Eine Ausnahme machen in den beiden ersten Tabellen die Fluoride 
und Acetate. Diese haben infolge der geringen Dissoziation ihrer sauren 
Komponente selbstverständlich in wirklich CO,-freier wässeriger Lösung 
alkalische Reaktion und üben daher einen Einfluß auf die Reaktion der 
Eiweißlösung aus. So findet Spiro hier denn auch, daß sie bereits in 
einem Mischungsverhältnis von 5:5 für das Kaliumacetat und von 3:7 
für das Natriumacetat ihre eigene Reaktion der Eiweißlösung aufdrängen. 
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Für die Lösung des Kaliumacetats gibt Spiro übrigens einen sauren 
Wert an und führt dies selbst auf Verunreinigungen mit Essigsäure 
zurück. Er hat sich also bei diesem Versuche gar keiner reinen Salz- 
lösung, sondern eines der besten und meist angewandten Puffergemisches 
bedient, wodurch der Versuch für seine Fragestellung eigentlich von 
vornherein nicht in Betracht kam. 

Ähnlich wie bei den Aoetaten liegen die Verhältnisse bei den 
Ammoniumsalzen starker Säuren, die sämtlich sauer reagieren und ihrer- 
seits mit Alkalien gute Puffer geben. Die Salze schwacher Basen oder 
Säuren mit starken Säuren oder Basen sind also überhaupt nicht in 
ihrer Wirkung auf die Reaktion einer Lösung mit Salzen starker Säuren 
mit starken Basen vergleichbar. 


Zur Chlorbestimmung im Blute. 


Von 


Н. Rog6e und С. Fritsch. 


(Eingegangen am 1. November 1913.) 


I. Bang übt in Nr. 56, 1913 dieser Zeitschrift Kritik an unserer 
Arbeit über Chlorbestimmungen im Blute!), zu der wir folgendes be- 
merken: Bang ist der Meinung, wir hätten die Methode seines Schülers 
Larsson ‚augenscheinlich gar nicht probiert“. Darauf können wir er- 
widern, daß wir gleich nach Erscheinen der Larssonschen Arbeit eine 
große Anzahl von Versuchen nach der Kohlenmethode anstellten, zunächst 
in reiner Kochsalzlösung und dann im Harn, wobei wir fanden, daß sich 
hierfür die von Larsson angegebene Kohlenmethode als außerordentlich 
brauchbar erwies. Dagegen gelang es uns nicht, auch nur einigermaßen 
stimmende Resultate beim Blute zu erhalten. Eine Reihe von Versuchen 
ergab zwischen der Kohlenmethode und der Veraschung Differenzen bis 
zu 8°/,. Erst diese Tatsache führte uns zu unserer Eisenmethode. Von 
dieser sagt 1. Bang kurz — offenbar ohne Versuche angestellt zu haben —, 
sie sei „prinzipiell unrichtig“. Dieser unbewiesenen Behauptung, die 
wir entschieden zurückweisen müssen, stellen wir die Resultate unserer 
Versuche, die wir in den Tabellen unserer Arbeit niedergelegt haben, 
und die bei der Makromethode eine Durchsohnittsdifferenz von 0,2°/,, 
bei der Mikromethode eine solche von 0,69°/, zeigen, entgegen. Daraus 
geht hervor, daß unsere Methode zu richtigen Ergebnissen führt. 
Aber wir können es wohl anderen Forschern, die nach Larssons Kohlen- 
methode und nach unserer Eisenmethode Chlorbestimmungen im Blute 
machen werden, überlassen, festzustellen, welche dieser Methoden sich 
als die bessere erweisen wird und welche schneller zum Ziele führt. 
Bang wehrt sich nämlich auch gegen unsere Behauptung, daß die 


1) Diese Zeitschr. 1918, Nr. 54. 
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Kohlenmethode einige Stunden dauern würde. Hierzu verweisen wir 
auf die Angabe von Larsson, in der es heißt: Die Mischung von Blut 
mit kochender Magnesiumsulfatlösung wird nach Zufügung von Essig- 
säure „in ein kochendes Wasserbad so lange gestellt, bis die Koagulation 
beendet ist. Man kühlt ab, füllt Wasser bis zur Marke auf und schüttelt 
durch. Nach zwei Stunden gießt man die Flüssigkeit in ein mit 3g 
Blutkohle versetztes Becherglas, schüttelt durch, filtriert nach ein paar 
Minuten“ usw. Wie wir hiernach die Zeitdauer zu hoch bemessen haben 
sollten, bleibt uns unverständlich. 


Die Frequenz der Herztätigkeit als eindeutige Funktion 
der Temperatur. 


Von 
Jacques Loeb und W. F. Ewald. 


(Aus dem Rockefeller Institute for Medical Research, New York.) 
(Eingegangen am 21. Oktober 1913.) 


Т. 

Theoretische Überlegungen hatten den einen von uns schon 
vor vielen Jahren zu der Anschauung geführt, daß die Fre- 
quenz gewisser periodischer Lebenserscheinungen, insbesondere 
die der Herztätigkeit, unter gewissen Voraussetzungen eine ein- 
deutige Funktion der Temperatur sein müsse, und daß diese 
elementare Tatsache im allgemeinen nur durch das Herein- 
spielen vieler mehr oder weniger zufälliger Nebeneinflüsse ver- 
deckt sei. Würde es gelingen diese Nebeneinflüsse zu beseitigen, 
so würde das erwähnte Funktionsverhältnis vielleicht zum Aus- 
druck kommen und das Resultat würde darin bestehen, daß 
beispielsweise jedes Individuum einer Art oder Gruppe bei 
derselben Temperatur dieselbe Pulsfrequenz haben müßte, oder, 
m. a. W., wenn man den Temperaturkoeffizienten der Herz- 
tätigkeit kennte, so müßte es möglich sein die Pulsfrequenz 
als Thermometer zu benutzen. 

Vor 8 Jahren veranlaßte Loeb Herrn C.D. Snyder, den 
Temperaturkoeffizienten für das ausgeschnittene Schildkröten- 
herz zu untersuchen und dabei auf die Konstanz der Frequenz 
zu асһеп!). Unter neun beobachteten Herzen zeigten sechs 
das hier erwartete Verhalten, während die drei anderen erheb- 
lich abwichen. Der Verdacht einer Verletzung dieser letzteren 
Herzen bei der Präparation lag nahe, war aber nicht beweisbar. 


1) С. D. Snyder, University of California Publications, Physiology 
2, 125, 1905. 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 12 
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Zur Erbringung des Nachweises, daß die Frequenz der 
Herztätigkeit eine eindeutige Funktion der Temperatur sei, 
waren also neue Beobachtungen nötig an Herzen, die durch 
keine Operation geschädigt waren, d. h. an Herzen, die im Orga- 
nismus verbleiben. Wir sind nun durch Versuche an den 
Herzen von Fischembryonen zum Ziel gelangt. Die Methode 
der Versuche war sehr einfach. Ein Ei von Fundulus he- 
teroclitus mit einem Embryo wurde zwischen zwei Uhr- 
schälchen aus dickem Glase gebracht, deren Boden eben war, 
deren geschliffene Ränder aufeinander paßten, und die mit 
zwei Gummiringen aufeinander gepreßt wurden. Die Uhr- 
schälchen waren mit Seewasser gefüllt. Dieser kleine Apparat 
wurde in Seewasser in einen Thermostaten gebracht, der auf 
die gewünschte Temperatur erwärmt war, und blieb hier 15 Mi- 
nuten. In dieser Zeit hatte das Seewasser zwischen den Uhr- 
schälchen, und damit auch das kleine Ei, die Temperatur des 
Thermostaten angenommen und die Herztätigkeit hatte sich 
dauernd für die betreffende Temperatur eingestellt. Dann 
wurden die Uhrschälchen rasch unter ein Mikroskop gebracht 
und mit einer Stopuhr die Zeit, die für 19 Herzschläge er- 
forderlich war, gemessen. (Es wurden 20 Herzschläge gezählt, 
also die Dauer für 19 Herzschläge gemessen.) Während dieser 
kurzen Beobachtungsdauer änderte sich die Temperatur des 
Embryo nicht genug, um einen beträchtlichen Fehler zu be- 
dingen. Es stellte sich heraus, daß für jeden Embryo 
die Frequenz der Herztätigkeit für dieselbe Tempe- 
ratur innerhalb der Grenzen der Genauigkeit der Ver- 
suchsbedingungen praktisch identisch ist. Diese Identität 
besteht etwa vom zweiten Tag nach der Entstehung der Herz- 
tätigkeit bis zur Zeit kurz vor dem Ausschlüpfen, also während 
einer Periode von etwa 8 Tagen oder mehr. Die folgende Та- 
belle I mag als Beispiel dienen. Die Beispiele sind ganz be- 
liebig herausgegriffen. 

Wenn wir von den Werten für 5° und 10° bei Embryo II 
absehen, so sind die Werte so übereinstimmend, wie man sie bei 
den unvermeidlichen Versuchsfehlern erwarten darf. Es muß 
auch berücksichtigt werden, daß die Embryonen zwar im all- 
gemeinen ruhig liegen, daß sie aber dennoch gelegentlich Be- 
wegungen ausführen. Diese letzteren sind nicht bei allen In- 
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dividuen synchronisch, und darin dürfte wohl die wesentliche 
Variationsquelle liegen. Trotzdem ist die Konstanz der Fre- 
quenz der Herztätigkeit groß genug, um behaupten zu können, 
daß das Herz solcher Embryonen innerhalb der unvermeid- 
lichen Versuchsfehler und kleinen individuellen Schwankungen 
als Thermometer funktioniert. 


Tabelle І. 


Zeit erforderlich für 19 Herzschläge bei vier Fundulus- 
embryonen in Sekunden. 


Temperatur Е F ош A 
t 
Centigrad Ee 








Wenn es wahr ist, daß die Frequenz der Herzschläge eine 
eindeutige Funktion der Temperatur ist, so muß der Tempe- 
ratureinfluß völlig reversibel sein. Wir verglichen deshalb die 
Frequenz bei denselben Embryonen bei absteigender und dann 
wieder bei aufsteigender Temperatur. Tabelle II gibt die Re- 
sultate bei drei verschiedenen Embryonen. Embryo III war 
1913 und die Embryonen I und П waren 1912 beobachtet 
worden. Die Beobachter waren verschieden. 


Tabelle II. 


Reversibilitätdes Temperatureinflusses auf dieGeschwindig- 
keit der Herzschläge. Zeit für 19 Herzschläge in Sekunden. 








Temperatur I П Ш Mittel 
Centigrad 

30 6,7 = 6,40 

25 95 9,7 990 

20 11,5 127 11.90 

15 18,5 198 1910 

10 34.0 313 32.60 

5 55.0 59,5 5850 

10 32.2 36,1 33,90 

15 18,5 20.0 19.10 

20 13,5 131 12.90 

25 95 8.6 9.40 

30 65 x 6.25 





12* 
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Wir dürfen in diesen Zahlen den Ausdruck einer so voll- 
ständigen Reversibilität erblicken, als das bei der Genauigkeit 
der Versuche zu erwarten ist. Die Mittelwerte sind innerhalb 
der Grenze der Versuchsfehler identisch mit dem Mittel der 
Werte in Tabelle I für dieselbe Temperatur. 


II. 

Embryonen, bei denen die Herztätigkeit schon 2 Tage im 
Gange war, wurden plötzlich in einen Eiskasten gebracht und 
16 Tage lang bei einer Temperatur von nahezu 0° gehalten. 
Die Entwicklung stand während dieser Zeit völlig still. Dann 
wurden die Tiere herausgenommen und die Zahl ihrer Herz- 
schläge wurde für verschiedene Temperaturen gemessen, und 
zwar а) unmittelbar nach der Herausnahme, b) nachdem sie 
12 Stunden bei Zimmertemperatur von etwa 23° gehalten 
waren, und c) nach 36 Stunden. Wir geben die Messungen an 
zwei Embryonen wieder. 


Tabelle III. 
Einfluß der Temperatur auf die Geschwindigkeit der Herz- 
schläge bei zwei Embryonen von Fundulus, die 16 Tage lang 
bei 0° gehalten waren. 





Zeit für 19 Herzschläge in Sekunden 
Tompi р a 
ratur Nach 12 Stunden | Nach 36 Stunden 





Die Nachwirkung des Aufenthaltes bei der niederen Tem- 
peratur besteht also darin, daß das Herz bei allen Tempera- 
turen langsamer schlägt als das Herz normaler Tiere. Nach 
einem Aufenthalt von 36 Stunden ist die normale Pulsfrequenz 
aber nahezu wieder erreicht. 

In einem zweiten Versuch wurden die Embryonen 25 Tage 
auf Eis gehalten. Auch hier ist anfangs die Frequenz der 
Herzschläge für gleiche Temperaturen viel geringer als bei nor- 
malen Tieren, aber auch hier klingt diese Nachwirkung bald ab. 
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Einfluß der Temperatur auf die Geschwindigkeit der Herz- 
schläge bei zwei Embryonen von Fundulus, die 25 Tage lang 
bei 0° gehalten waren. 







Zeit für 19 Herzschläge in Sekunden 


Nach 16 Stunden Nach 40 Stunden 
i Mittel| I II |Mittel 


Tempe- 
ratur 


Centigrad 





Bei der nächsten Messung, nach 52 Stunden, war die Fre- 
quenz wieder normal und blieb nunmehr normal. 

Der lange Aufenthalt bei niederer Temperatur brachte 
also nur eine vorübergehende Störung hervor, nach deren Ab- 
lauf die übliche Frequenz der Herztätigkeit wieder eintrat. 

Bei diesen Kälteembryonen bestand die Störung in einer 
vorübergehenden Verlangsamung der Frequenz der Herzschläge. 
Da nun die Frequenz der Herzschläge durch Temperaturherab- 
setzung verringert wird, so könnte man geneigt sein, die vor- 
übergehende Variation im Verhalten der Kältetiere nicht als 
eine Störung, sondern als eine „Anpassung“ aufzufassen. Wenn 
das richtig wäre, so sollten Embryonen, die bei höherer Tem- 
peratur gezüchtet waren, eine Störung im umgekehrten Sinne 
zeigen, d. h. die Frequenz der Herztätigkeit sollte höher sein 
als bei normalen Tieren. Das Gegenteil ist aber der Fall. 

Embryonen wurden 6 Tage in einem Thermostaten bei 30° 
gezüchtet (ein viel längerer Aufenthalt ist wegen der Beschleu- 
nigung der Entwicklungsgeschwindigkeit nicht möglich) und 
dann die Frequenz der Herztätigkeit für verschiedene Tem- 
peraturen sofort nach der Herausnahme aus dem Thermostaten 
und 24 Stunden später, während welcher Zeit die Tiere bei 
Zimmertemperatur von etwa 22° waren, bestimmt. Ев stellte 
sich heraus, daß bei den niedrigen Temperaturen die Frequenz 
der Herzschläge durch diese Behandlung ebenso stark herab- 
gesetzt wurde wie bei den Kältetieren; während für die Tem- 
deratur von 30° die Frequenz von vornherein nahezu normal 
war, da das ja die Temperatur des Thermostaten gewesen war. 
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Tabelle V. 
Zeit erforderlich für 19 Herzschläge bei zwei Fundulus- 
embryonen, die 6 Tage bei 30° gehalten waren. 





Sofort nach Herausnahme _ 
aus dem Thermostaten 24 Stunden später 


Mittel I II | Mittel 





Die Störung, die unmittelbar nach der Herausnahme vor- 
handen war, war also wieder im Sinne einer Verlangsamung 
der Frequenz wie bei den Kältetieren. Nachdem die Embryo- 
nen 24 Stunden bei Zimmertemperatur gehalten waren, war die 
Frequenz wieder normal. Es handelt sich also um eine vor- 
übergehende Störung, die nicht im Sinne einer Anpassung ge- 
deutet werden kann. Die Störung fällt in beiden Fällen in 
dem Sinne aus, als ob eine Hemmung der Oxydationen statt- 
fände 1). 

ПІ. 

Die bisher erwähnten Versuche waren alle ап den Em- 
bryonen von Fundulus heteroclitus angestellt worden. Wir 
stellten ähnliche Versuche an den Embryonen von Fundulus 
majalis und den beiden Hybriden zwischen diesen beiden 
Formen an. Die Zahl unserer Beobachtungen für majalis 
und die Hybriden ist aber sehr klein, so daß das vielleicht die 
kleinen Unregelmäßigkeiten erklärt. Soweit die Versuche reichen, 
scheinen die Temperaturkoeffizienten und die Frequenz der 
Herzschläge bei allen vier Arten von Embryonen für dieselbe 
Temperatur nahezu identisch zu sein. Fundulus hetero- 
clitus und Fundulus majalis sind nahe verwandte Arten. 

Loeb hat früher gefunden, daß es möglich ist, auch Em- 
bryonen mit Herzschlag durch Kreuzung sehr weit entfernter 
Spezies, wie Menidia und Fundulus heteroclitus, zu er- 
halten. Er hielt solche Embryonen einen Monat lang am 
Leben. Obwohl sie wuchsen und Blut bildeten, stellte sich 


1) Loeb und Wasteneys, diese Zeitschr. 40, 277, 1912. 
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kein Kreislauf ein. Das entspricht der alten Erfahrung, auf 
die Loeb vor Jahren hinwies, daß heterogene Hybride meist 
kränklich sind!). 

Tabelle VI. 


Zeit, erforderlich für 19 Herzschläge bei 


Е. heteroclitus ФЕ. heteroclitus ФЕ. majalis Ф Е. majalis ? 
CentigradjF. heteroclitus ДЕ. majalis J Е. heteroclitus gF. majalis & 





Es schien von Interesse, die Frequenz der Herztätigkeit 
bei reinen Menidiazuchten mit denen von Hybriden zwischen 
Menidia $ und Fundulus heteroclitus d zu vergleichen 
(die reziproke Hybridisation gelang nicht). Die Zahlen für die 
Hybriden sind das Mittel von Beobachtungen an 7 Embryonen. 


Tabelle VII. 





Zeit, erforderlich für 19 Herz- 






Temp. schläge bei 
Menidia Ф | F. heteroclitus © 
Centigrad | Menidia d | Menidia д 








Bei diesen heterogenen Hybriden ist die Frequenz der 
Herzschläge sehr viel geringer als bei den reinen Zuchten beider 
Eltern. Die Hybriden benehmen sich wie Embryonen, die mit 
KCN vergiftet sind. Man muß eben heterogene Hybride als 
vergiftete oder sonstwie geschädigte Individuen ansehen. Daß 
das richtig ist, geht ja schon daraus hervor, daß es bei solchen 


1) Loeb, Heredity in heterogeneous hybrids. Journ. Morphol. 23, 
1, 1912. 
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heterogenen Hybriden zwar zur Herztätigkeit, aber zu keinem 
Kreislauf kommt, obwohl sie 1 Monat oder länger leben und 
Blutgefäße sowohl wie Blut bilden. 


IV. 

Dürfen wir nun schließen, daB die bei den Fischembryo- 
nen gefundene Tatsache, daß die Frequenz der Herzschläge 
eine eindeutige Funktion der Temperatur ist, sich verallgemei- 
nern läßt? у. Körösy*) hat bei Soldaten unter sehr günstigen 
Bedingungen die Pulsfrequenz untersucht und dabei Variationen 
in der Grenze von 42 bis 108 gefunden. Da alle Individuen 
praktisch dieselbe Temperatur hatten, so erweckt das nicht 
gerade den Eindruck, daß hier die Pulsfrequenz eine eindeutige 
Funktion der Temperatur sei. Wir müssen aber berücksichtigen, 
daß die von uns beobachtete Konstanz der Herzfrequenz für 
eine gegebene Temperatur aufhört, sobald die Fische nahe am 
Ausschlüpfen sind, d.h. sobald sie anfangen lebhafte Bewegungen 
des Körpers auszuführen. Diese Bewegungen sind natürlich 
bei den verschiedenen Individuen nicht mehr zeitlich und nach 
Intensität identisch, und da die Körperbewegungen die Frequenz 
der Herztätigkeit beeinflussen, so kann von einer Identität der 
Pulsfrequenz keine Rede mehr sein; aber nicht deshalb, weil 
unser Gesetz nicht mehr gültig ist, sondern weil sich der Ein- 
fluß einer zweiten individuell unregelmäßigen Variable über 
den Einfluß der Temperatur superponiert. 

Da nun beim Menschen und bei den höheren Tieren ner- 
vöse und chemische Einflüsse auf die Herztätigkeit fortwährend 
mit hereinspielen, die bei keinen zwei Individuen jemals genau 
gleich sind, so ist es nicht zu erwarten, daß die bei Fisch- 
embryonen gefundene Konstanz beim Menschen je beobachtet 
würde, auch wenn das von uns gefundene Prinzip hier auch 
gültig wäre. 

Daß alle Fischembryonen bei derselben Temperatur dieselbe 
Frequenz der Herztätigkeit haben, dürfte daran liegen, daß die 
Frequenz der Herztätigkeit durch eine chemische Reaktions- 
geschwindigkeit bestimmt ist. Diese naheliegende Annahme ist 
dadurch berechtigt, daß der Temperaturkoeffizient der Herz- 


1) у. Körösy, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 101, 267, 1910. 
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tätigkeit die Größenordnung besitzt, die für chemische Reak- 
tionen charakteristisch ist. 

Auf Grundlage dieser Erwägung müssen wir annehmen, 
daß jeder Embryo, der bei derselben Temperatur auch dieselbe 
Pulsfrequenz besitzt, dieselbe Masse derjenigen Substanzen ent- 
hält, deren Reaktion die Pulsfrequenz bestimmt. Es ist mög- 
lich, daß eine solche Gleichheit beim Embryo vorhanden ist, 
daß sie aber im späteren Leben verschwindet. 


Zusammenfassung der Resultate. 


1. Es wird gezeigt, daB bei derselben Temperatur jeder 
Embryo von Fundulus heteroclitus praktisch dieselbe Puls- 
frequenz hat. 

2. Die Temperaturwirkung ist völlig umkehrbar. Die Puls- 
frequenz ist also bei diesen Tieren eine eindeutige Funktion 
der Temperatur, und die Frequenz der Herztätigkeit könnte in 
diesem Falle als Thermometer gebraucht werden. 

3. Das Gesagte gilt für die ganze Periode der embryonalen 
Existenz, etwa vom 2. Tage nach Beginn der Herztätigkeit bis 
nahe vor dem Ausschlüpfen. Um diese letztere Zeit fangen 
die Embryonen an heftige und bei den verschiedenen Indivi- 
duen variierende Körperbewegungen auszuführen, die die Puls- 
frequenz beeinflussen. 

4. Hält man die Embryonen 2 bis 3 Wochen auf Eis, 
oder 1 Woche bei einer abnorm hohen Temperatur, und be- 
stimmt man dann die Pulsfrequenz für verschiedene Tempe- 
raturen, so findet man in beiden Fällen eine geringere Puls- 
frequenz als bei normalen Tieren. Aber die Störung dauert 
nur kurze Zeit, und dann stellt sich die normale Pulsfrequenz 
wieder ein. 

5. Die Pulsfrequenz bei den Embryonen von Fundulus 
heteroclitus, Fundulus majalis und ihren Hybriden ist 
praktisch identisch. 

6. Die Beziehungen dieser Tatsachen zum Massenwirkungs- 
gesetz werden erwähnt. 


— — or — —— — 


Über Antigene für die Meiostagminreaktion bei 
bösartigen Geschwülsten. 


I. Mitteilung’). 
Fraktionierung der methylalkoholischen Antigene. 
Von 
G. Izar und С. Patané. 


(Aus dem Institut für spezielle Pathologie innerer Krankheiten der 
k. Universität Catania.) 


(Eingegangen am 31. Oktober 1913.) 


Die vorliegenden Untersuchungen entspringen dem Plane, 
für die aus der Schwierigkeit der Darstellung und Labilität der 
Antigene für die Meiostagminreaktion bei bösartigen Geschwülsten 
der Verbreitung der Reaktion erwachsenden Hindernisse Ab- 
hilfe zu suchen. 

Wir stellten uns die Aufgabe, durch sukzessive wieder- 
holte Fällung und Extraktion das Antigen von den äther- und 
methylalkohollöslichen Stoffen zu befreien, die bei der Meio- 
stagminreaktion keine wesentliche Rolle spielen, andererseits, 
meistens durch unbekannte Ursachen, zuerst Zersetzungen und 
Veränderungen unterliegen. 

Wir konnten nämlich wiederholt feststellen, daß während 
eine Reihe von Antigenpräparaten ihre Wirksamkeit plötzlich 
und vollständig einbüßt, andere Präparate vorkommen, deren 
totaler Inaktivität eine Periode vorausgeht, während der ibr 
Titer in stetem Steigen begriffen ist. Während ein solches 
Antigen z. B. schon in der Verdünnung 1:100 mit frischem 
Nichttumorserum nur für Bruchteile eines Tropfens einen Aus- 
schlag zeigte, war es, nach von Fall zu Fall verschiedener 
Zeit, nötig, dasselbe um das Doppelte, Dreifache zu verdünnen, 


1) Il Tommasi 1912, Nr.27. — Wicner klin. Wochenschr. 1912, Nr. 33. 
— Bollettino R. Accad. Gioenia in Catania, Serie II, 4. 
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sonst waren die Ausschläge auch mit Nichttumorseris ansehnlich. 
Der Titer stieg sukzessive bis zu "aa bis 19/0; пиг bei Heran- 
ziehung solcher Antigenverdünnungen war der Ausschlagsunter- 
schied Tumor — Nichttumorserum faßbar, nämlich minimal mit 
Nichttumorserum, mit Tumorserum, wie ursprünglich, 2 bis 
3 Tropfen. Schließlich wurden auch solche Antigene ganz un- 
wirksam. 

Hier handelt es sich also um eine allmähliche Umwand- 
lung der Extraktantigene, die sich in dem nicht spezifisch 
wirksamen Teil abspielt (Titeränderung ohne parallel ver- 
laufende Änderung des spezifischen Ausschlags) und nach und 
nach auch den wirksamen Teil gleichfalls angreift (Unwirksam- 
keit des Antigens). 

Bei diesen Versuchen hat uns gerade die Labilität der 
Antigene ziemlich große Schwierigkeiten bereitet; denn wir waren, 
um uns zu versichern, daß die negativen Resultate eventuell 
nicht von einer Veränderung des Antigens hervorgerufen waren, 
genötigt, jeden einzelnen negativ ausfallenden Versuch mehr- 
mals zu wiederholen. 


Wir haben zuerst das Verhalten der methylalkoholischen 
Pankreas- und Tumorextrakte gegenüber verschiedenen orga- 
nischen, in steigenden Mengen zugesetzten Lösungsmitteln durch- 
geprüft. 

Nachstehend teilen wir diese den folgenden Untersuchungen 
zugrunde liegenden Versuche ausführlich mit. 





м 

S£ | Zugesetztes 

£2 | Lösungsmittel Befunde 

Ch 

ест ccm 

10 Aceton 5 Spärlicher, schwerer, weißer, käsiger Niederschlag. 

10 » 10 Reichlicher Niederschlag, der Hälfte des Gesamt- 
volumens des Gemisches entsprechend; Flüssig- 
keit rotgefärbt. 

10 15 do. 

10 do. 





10 | Benzol 5—15 | Homogene Trübung; kein Niederschlag. 

10 » 20 Zahlreiche, sich zu Boden senkende, eine orange- 
gelbe, trübe, der Menge des Antigens ungefähr 
entsprechende Schicht-bildende Tröpfehen. Die 
darüber liegende Flüssigkeit ist gelblich opa- 
lescent. 
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ER 

SS Zugesetztes 

© Е Lösungsmittel Befunde 
= 

ccm ccm 








10 | Benzol 25 Das sich selbst überlassene Gemisch teilt sich 
in З Schichten. Untere Schicht: staubförmiger, 
gelblicher Niederschlag ; mittlere Schicht : flüssig, 
durchsichtig, rötlich; obere Schicht: flüssig, 
gelblich, opalescent, trübe. 

10 Das Gemisch teilt sich in zwei Schichten. Untere 
Schicht: rötliche Flüssigkeit, durchsichtig (ent- 
spricht einem Drittel des Gemisches); obere 
Schicht: gelblich, flüssig, opalescent. 


10 |Äthylalkohol 


absol. 5 Leichte Trübung, kein Niederschlag. 
10 do. 10 Niederschlag gering, weißlich, flockig. 
10 do. 25—100 | Niederschlag weiß, käsig; darüber liegende Flüssig- 


keit gelb-rötlich, klar. 


10 | Wasserfr. Äthyl- | Niederschlag reichlich, flockig, an den Wänden 
äther 5 klebend; Flüssigkeit trübe, gelb-rötlich. 

10 do. 10 Niederschlag reichlich, flockig; Flüssigkeit gelblich. 
do. 25—100 do. 


Petroleumäther Nicht mischbar; der Äther bildet eine obere, 
leicht opalescente Schicht. 


Das Gemisch teilt sich in 2 Schichten: untere 
Schicht trüb, gelblich, nicht scharf von der 
oberen rötlichen Schicht abgegrenzt. 


Dasselbe in 2 Schichten: die untere klar, gelb, 
und die obere rötlich; kein Niederschlag. 

Durch weitere Untersuchungen haben wir die spezifische 
Wirksamkeit der einzelnen, durch Zusatz geeigneter Mengen 
dieser Lösungsmittel erhaltenen Präcipitate feststellen wollen. 
Bei diesen Versuchen wurden mangels frischer Tumorsera als 
Indicatoren neoplastische Exsudate in Anwendung gebracht, 
die in sterilisierten, zugeschmolzenen Phiolen im Eisschrank 
aufbewahrt worden waren!); bei jeder Versuchsreihe sind selbst- 
verständlich die gewonnenen Resultate mit denjenigen in Ver- 
gleich gezogen worden, die durch Mischung desselben Exsudats 
mit dem Rohantigen gegeben waren. 


Versuch 1. 
12. XI. 1911. 


In drei große Zentrifugenglaszylinder werden je 10 ccm eines 
wirksamen (in H,O, im Verhältnis 1:25, gut emulsionierbaren) 


1) Izar-Di Luattro, Biochimica е Terapia врегіт. III, 4. 


Antigene f. d. Meiostagminreaktion bei bösartigen Geschwülsten. I. 189 


methylalkoholischen Pankreasextraktes gebracht; denselben 
werden bzw. 50 ccm reinen Äthylalkohols (Kahlbaum), 75 ccm 
wasserfreien Äthyläthers und 100 ccm Aceton zugesetzt. Die drei 
Gemische werden geschüttelt und zentrifugiert; nach Abgießung 
des flüssigen Teils wird das Präcipitat 3 mal mit 50 ccm des ent- 
sprechenden Lösungsmittel gewaschen. Sowohl die Präcipitate wie 
die dekantierten Flüssigkeiten werden endlich im Vakuum bei 30° 
getrocknet und dann kalt in 10ccm Methylalkohol wieder aufgelöst. 

Alkohol-Präcipitat: In Methylalkohol nicht vollständig 
löslich; der unlösliche Teil ist pulverförmig, weiß, klebt fest 
den Gefäßwänden an. Die methylalkoholische Lösung ist in 
H,O, sogar im Verhältnis 1:10, leicht emulsionierbar. 

Alkohollösliche Fraktion: Fast unlöslich in Methyl- 
alkohol; die methylalkoholische Lösung ist dunkelgelb. 

Aceton-Präcipitat: In Methylalkohol nicht vollständig 
löslich. Der unlösliche Teil ist pulverförmig, der Gefäßwand 
wenig adhärent. Die gelbliche Lösung ist in H,O, im Ver- 
hältnis 1:25 gut emulsionierbar. 

Acetonlösliche Fraktion: In Methylalkohol vollständig 
löslich; Lösung burgunderrot. 

Äther-Präcipitat: In Methylalkohol nicht gut löslich; 
der unlösliche Teil ist pulverartig und nicht klebrig. Die Lösung 
ist gelbrötlich und in H,O, sogar im Verhältnis 1:10, gut 
emulsionierbar. 

Ätherlösliche Fraktion: Fast vollständig in Methyl- 
alkohol löslich; Lösung strohgelb. 


9 сот Exsudat, verdünnt auf !/,, | Nichttumor-| Tumor- 
mit NaCl-Lösung + 1 ccm exsudat exsudat 





H,O 55,2 
Rohantigen: emuls. 1/0!) 58,8 
Alkohol-Präcipitat: emuls. 1/59 97,0 
Ather- n n fas 97,2 
Aceton- n a Un 98,2 
Alkohol-Lösung: я Hia 56,0 
Äther- ” gp 9 55,9 
Aceton- n n 1.00 95,15 





1) Der Kürze halber sehen wir von der Wiedergabe der jeder Ver- 
suchsreihe vorausgehenden Titrierungsversuche ab. 

?) Die Zahlen bedeuten immer die stalagmometrischen Werte (Sta- 
lagmometer nach J. Traube, altes Modell) der betreffenden, 1 Stunde 
im Wasserbade auf 50° erhitzten und dann auf Zimmertemperatur all- 
mählich (2 Stunden) abgekühlten Gemische. 
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Aus diesem (mehrmals mit gleichem Resultate wiederholten) 
Versuch ergibt sich, daß das Acetonpräcipitat das wirksamste 
ist; demzufolge wählten wir es zur Ausführung der folgenden 
Fraktionierungen. 


Neben der Fraktionierung durch Fällung haben wir auch die Ex- 
traktion des Rückstandes der methylalkohollöslichen Fraktion und des 
trockenen Kalbpankrcaspulvers (sowohl bei 37° als bei niedriger Tem- 
peratur im Soxhletschen Extraktionsapparat) versucht. Wir gaben diese 
Methode auf, weil, wie aus den betr. Protokollen (s. Versuche 2 und 3) 
ersichtlich, das nach derselben behandelte Antigen den größten Teil seiner 
spezifischen Wirkung einbüßt. 


Versuch 2. 
1. XII. 1911. 


25 р trockenes, gepulvertes Kalbspankreas werden im Extraktions- 
apparat 24 Stunden lang mit 500 ccm Aceton extrahiert. Nach der Ex- 
traktion und nachdem das Aceton im Vakuum verjagt worden ist, wiegt 
das Pulver 20,6 g. 


5 р des so gewonnenen Pulvers + 20 сет Methylalkohol werden 
in sorgfältig verschlossenen Fläschchen 24 Stunden lang bei 50° auf- 
bewahrt, dann filtriert und liefern somit das Antigen A. Der im Va- 
kuum bei 25° getrocknete, dann mit 25ccm Methylalkohol aufgelöste 
und filtrierte Acetonextrakt bildet das Antigen А,. 


25 g desselben Kalbspankreaspulvers werden im Extraktionsapparat 
mit 500 ccm Benzol 24 Stunden lang extrahiert. Das Gewicht des Pulvers, 
nach Verjagung des Benzols im Vakuum, beträgt 18,47 g. 


ög dieses Pulvers + 20 ccm Methylalkohol, in wohlverschlossenem 
Fläschchen 24 Stunden bei 50° aufbewahrt, bilden nach Filtrierung das 
Antigen B. 

Der im Vakuum bei 30° gekochte und in 25 eem Methylalkohol 
aufgenommene Benzolextrakt bildet das Antigen B, 


25g desselben Kalbspankreaspulvers werden im Extraktions- 
apparat mit 500 ccm absol. Äthylalkohol 24 Stunden lang extrahiert. 
Nach der Extraktion und Verjagung des Alkohols im Vakuum beträgt 
das Gewicht nur mehr 17,15g. — 5g dieses Pulvers + 20 ccm Methyl- 
alkohol werden in verschlossenem Gefäße 24 Stunden lang bei 50° ex- 
trahiert, filtriert und bilden das Antigen С. Der im Vakuum bei 37° 
getrocknete, mit 25 com Methylalkohol versetzte und dann filtrierte 
äthylalkoholische Extrakt bildet das Antigen С,. 


5 д desselben Pulvers 4 25ccm Methylalkohol, in verschlossenem 
Gefäße 24 Stunden lang bei 50° extrahiert und darauf filtriert, bilden 
das Antigen D. 
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9 oom auf !/,, mit 

NaCl-Lösung verdünnten | Nichttumor- 
Exsudats exsudat 

-+ 1 сет 


Tumor- 
exsudat 





Versuch 3. 


7. ХП. 1911. 

50 g Kalbspankreaspulver + 250 ccm Methylalkohol, 24 Stunden 
bei 50° in verschlossenem Gefäß extrahiert; filtriert: Antigen Y,. 

25ccm des Antigens Y, werden nach Verjagung des Methylalkohols 
im Vakuum bei 37° mit absol. Äthylalkohol erschöpft. Rückstand des 
Alkoholextraktes nach Verjagung des Alkohols in 20 cem Methylalkohol 
aufgenommen, 24 Stunden bei 37°; filtriert: Antigen H. A Alkohol- 
lösliche Fraktion nach Verjagung des Alkohols mit 20 ccm Methylalkohol 
versetzt; nach 24 Stunden bei 37° filtriert: Antigen У, A. 

25 ccm des Antigens Y, werden nach Verjagung des Methylalkohols 
im Vakuum mit Benzol bei 37° erschöpft. Rückstand des Benzol- 
extraktes; Benzol verjagt; mit 20 ccm Methylalkohol versetzt; nach 
24 Stunden bei 37° filtriert: Antigen Y,B. Benzollösliche Fraktion, 
Benzol verjagt, mit 20 ccm Methylalkohol versetzt; 24 Stunden lang bei 
37°; filtriert: Antigen Y,B.. 

25 ccm des Antigens Y,; Methylalkohol im Vakuum verjagt; mit 
Aceton bei 37° erschöpft. Rückstand des Acetonextraktes; Aceton ver- 
jagt; mit 20 ccm Methylalkohol versetzt; 24 Stunden lang bei 37°; fil- 
triert: Antigen Y,C. Acetonlösliche Fraktion; Aceton verjagt; mit 
20 ccm Methylalkohol versetzt; 24 Stunden lang bei 37°; filtriert: Anti- 
gen Y,C. | 









9ccm Exsudat, 
verdünnt auf !/,, mit Nichttumor- | Tumor- 
NaCl-Lösung, exsudat exsudat 
+ 1 com 







H,0 
Antigen F, : 

ШЕ к АЩ © 571 
n Ai: n 1 a 
e "EE а BE 51,9 
” Es В, : n 1/200 56,9 
n Y,c : ” 24 98,6 
” 2.0, H n 1o00 57,1 
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Die sukzessiven Fraktionierungen durch Fällung der methyl- 
alkoholischen Lösung des Acetonniederschlages sind in Versuch 4 
zusammengefaßt. Die von uns bisher erhaltenen Resultate sind 
folgende: 

Das methylalkoholische, aus Pankreas- oder Tumor- 
pulver extrahierte und dann mit Aceton versetzte Antigen 
gibt einen Niederschlag, in dem der wirksame Anteil des Antigens 
enthalten ist. 

Das in Methylalkohol wieder gelöste Acetonpräcipitat 
liefert mit absol. Äthylalkohol einen wirksamen Niederschlag, der, 
nochmals in Methylalkohol aufgelöst, durch Fällung mit Äther 
eine weitere Reinigung erfährt. 

Der neue, in Methylalkohol wieder gelöste Ätherniederschlag, 
durch Benzol gefällt und in Methylalkohol nochmals aufgelöst, 
gibt nur nach Zusatz von Petroläther einen Niederschlag. 

Dieses letztere Präcipitat ist in Methylalkohol, Benzol, 
Chloroform, Aceton löslich, unlöslich aber in Äther und Petrol- 
äther; es enthält fast quantitativ den wirksamen Teil des Roh- 
antigens. 


Versuch 4. 
30. XII. 1911. 


Das aus 25 ccm des methylalkoholischen Kalbspankreas- 
extraktes (Antigen A) durch Zusatz von 250 ccm Aceton ge- 
wonnene Präcipitat (durch Zentrifugieren ausgeschleudert und 
mit 100 ccm Aceton gewaschen) wird, nach Verjagung des 
Acetons im Vakuum bei 20°, in 25 ccm Methylalkohol gelöst 
(Antigen В). 24 ccm der Lösung werden mit 200 ccm absol. 
Äthylalkohol versetzt. Das zentrifugiertte und mit 50 ccm 
absol. Äthylalkohol gewaschene Präcipitat wird, nach Verjagung 
des Alkohols im Vakuum bei 20°, in 24 ccm Methylalkohol 
wieder aufgelöst (Antigen С). — 23 ccm dieser letzten methyl- 
alkoholischen Lösung werden durch Zusatz von 100 ccm wasser- 
freiem Äther gefällt; der zentrifugierte und mit 50 ccm wasser- 
freiem Äther gewaschene Niederschlag wird, nach Verjagung 
des Äthers im Vakuum bei 13°, in 23 ccm Methylalkohol wieder 
gelöst (Antigen D). — 22 ccm dieser weiteren methylalkoho- 
lischen Lösung werden mit 100 ccm Benzol gefällt; der zentri- 
fugierte und mit 50 ccm Benzol gewaschene Niederschlag wird, 
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nach Verjagung des Benzols bei 20°, in weiteren 22 ccm Methyl- 
alkohol gelöst (Antigen EL 

Endlich werden 21 ccm letzterer Lösung mit 200 ccm Petrol- 
äther gefällt; der zentrifugierte und mit 50 ccm Petroläther 
gewaschene Niederschlag wird, nach Verjagung des Äthers im 
Vakuum bei 15°, in 21 ccm Methylalkohol wieder aufgelöst 
(Antigen F). 

Diese letztere methylalkoholische Lösung bildet eine gelbe, 
klare Flüssigkeit, die in H,O, und sogar in starker Konzentration, 
leicht emulsionierbar ist. 







9ccm auf !/„ mit 
NaCl-Lösung verdünnten | Nichttumor- 
Exsudats exsudat 


Tumor- 
exsudat 


| 1 ccm 

H,O 56,2 

Antigen A: emuls. "La 59,4 
» B: в 1» 59,1 

n C: » "ke 59,2 

n D: n Иж 59,4 

n E : n 1/55 59,0 

n Е: п Ha 58,9 





Da weitere Fraktionierungen mit den von uns heran- 
gezogenen Lösungsmitteln unmöglich waren, und da ferner auch 
der in dieser Weise gereinigte Extrakt sich als labil erwies, haben 
wir versucht, das Antigen in Form eines Salzes zu konservieren. 
Ähnliche Untersuchungen waren bereits, jedoch mit negativem 
Resultat, mit dem Rohantigen ausgeführt worden; wir haben 
dieselben mit dem gereinigten, in Methylalkohol aufgelösten 
Antigen wiederholt. 


Versuch 5. 
15.1.1912. 

In drei große Zentrifugenröhren werden 5 ccm methyl- 
alkoholisches, gereinigtes Kalbspankreasantigen (Antigen F von 
Versuch 4) gebracht und eine gesättigte methylalkoholische 
Lösung von Cadmiumchlorid bzw. Platinchlorid oder salpeter- 
saurem Silber bis zur vollständigen Präcipitation hinzugesetzt. 
Die Mischung wird gut durchgeschüttelt und 15 Minuten stehen 
gelassen; darauf folgt kräftige Zentrifugierung, Waschung des 
Niederschlages mit Methylalkohol, bis der Salzüberschuß ent- 


fernt ist. 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 13 
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Ein Teil des aus jedem einzelnen Rohr herausgenommenen 
Niederschlages wird in destilliertem Wasser suspendiert und 
dann mit neoplastischem Exsudat sowie mit Rattensarkom- 
serum geprüft: das Resultat war negativ; eine zweite Portion 
desselben Präcipitatse wird mit Schwefelammonium versetzt, 
von dem gebildeten Schwefelsalz durch Filtrieren befreit, im 
Vakuum bei 30° getrocknet und endlich in Methylalkohol 
wieder gelöst. 

Das in dieser Weise wiedererhaltene Antigen ergab jedoch, 
trotzdem bei ihm sämtliche oben aufgezählten Merkmale des 
gereinigten Antigens unverändert bestanden, weder mit Tumor- 
exsudat noch mit Rattensarkomserum einen Ausschlag. 

Aus diesem Versuch 5 geht also hervor, daß Chlorcadmium, 
Chlorplatin und salpetersaures Silber mit dem gereinigten methyl- 
alkoholischen Kalbspankreasantigen einen reichlichen Nieder- 
schlag bilden; die entstandenen Verbindungen erweisen sich 
aber als inaktiv, und das durch geeignete Behandlung von 
dem betreffenden Metall befreite Antigen ist gleichfalls inaktiv. 


Über Lipoproteine. 
II. Mitteilung. 
Wirkung von Lipoproteinen in vivo. 
Von 
б. Izar und C. Patané. 
(Aus dem Institut für spezielle Pathologie innerer Krankheiten der 
kgl. Universität Catania). 
(Eingegangen am 31. Oktober 1913.) 


Durch frühere Untersuchungen!), die unter Anwendung 
der stalagmometrischen sowie der optischen Methode ausgeführt 
wurden, konnte festgestellt werden, daß Blutserum und wässe- 
rige Organextrakte die Eigenschaft besitzen, einige Verbindungen 
der Aminosäuren mit Fettsäuren zu spalten. Nachträglich’?) 
wurde das Verhalten verschiedener Verbindungen der Myristil- 
säure mit Proteinen gegenüber Tumor- und Nichttumorseris 
studiert und nachgewiesen, daß diese Verbindungen in dieser 
Beziehung ein den alkoholätherischen sowie methylalkoholischen 
Tumor- und Pankreasextrakten ähnliches Verhalten aufweisen. 

Diese Ergebnisse haben uns zur methodischen Prüfung 
einiger biologischen Eigenschaften der obenerwähnten Verbin- 
dungen geführt. Wir beschreiben hier die Wirkung derselben 
bei direkter Einführung feiner wässeriger Suspensionen in den 
Kreislauf. 

Als Versuchstiere wählten wir Kaninchen und Sperlinge, 
weil bei diesen Tieren die intravenösen Injektionen sehr leicht 
und ohne schwerere Verletzungen ausführbar sind. Das Ka- 
ninchen bot uns Gelegenheit, die Wirkung der kleinen Dosen 
auch in zeitlicher Entfernung, sowie auf Blutdruck, Blutgerinnung 


1) С. Izar, diese Zeitschr. 40, 390, 1912. 
2) G. Izar, Wiener klin. Wochenschr. 1912, Nr. 33. 
(EN 
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und Serumkomplementgehalt zu untersuchen; der Sperling er- 
wies sich zu Serienversuchen bei der Titrierung der Toxizität 
als ein besonders günstiges Objekt. 

Die Tabellen I bis IV enthalten einige unserer zahlreichen 
Versuche. Über die Herstellungstechnik der Lipoproteine und 
betr. Wasseremulsionen verweise ich auf unsere früheren Mit- 
teilungen (1 und 2). 





Tabelle І. 
за е 
© Titer ш — 
S Lipoproteine der gespritzt. Resultat 
ы Emulsion | Emulsion 
g ccm 

29 650 Palmitilpepton 1,00 2 Ai 

81 650 ~ аве 1 Keinerlei Symptome 

32 550 ~ о 0,5 do. 

39 600 [Palmitilpepton, 1 Std. bei 50% !/,,, 1 do. 

erhitzt 

43 610 do. Ze 2 E 

45 610 Myristilpepton 1 Р” 5 1, 

88 630 n v EI 2 Keinerlei Symptome 

37 600 |Myristilpepton, 1 Std. bei 50% "ie 5 HY 

erhitzt 

86 590 do. ann 3 Leichte Symptome 

35 605 Stearilpepton Han 5 2’ 

48 620 ~ Hee 2 Keinerlei Symptome 

47 630 IStearilpepton, 1 Std. bei 50% !/,, 5 +3 

erhitzt 

46 580 do. РА 8 Leichte Symptome 
5 600 Myristilpepton 4 Laag 6 do. 

12 650 $5. Lag 9,75 E 

11 100 Myristilpepton 5 Laag 7 30” 

18 940 do. 1 100 4,7 Leichte Symptome 
1 510 Myristilalbumose 1/00 5 Keinerlei Symptome 
9 850 ~ 1/00 8,5 до. 

4 700 D 1 о 8 2 
0 850 Myristilpepton 6, Ye 8,5 Keinerlei Symptome 
methylalkoholische Lösung 

8 920 do. 1], 9,5 Schwere Symptome, erholt 

sich 
15 | 700 Myristilhistidin, 1/,, 7 Keinerlei Symptome 
methylalkoholische Lösung 

3 480 do. 1s 5 +10 

14 | 900 Myristiledestin, “И 9 Keinerlei Symptome 
methylalkoholische Lösung 

2 640 do. А 6,5 Leichte Symptome 

6 800 Myristilelastin, vÉÉI 8 Keinerlei Symptome 
methylalkoholische Lösung 

7 780 do. и 8 Schwere Symptome, erholt 


sich 
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Tabelle II. 





| 





Name und Titer des ein- 














© * 

д gespritzten Lipoproteins 8555 |Hämolyse mit Komplement- 
= — Emulsion GÉIE mengen 

5 Resultat 855%% Ў 

= Menge der eingespritzten Б az F in 2,5 ccm Volumen‘) 

E Emulsion SS 

3 EH ox o 

а ccm S 





Myristilpepton 4: "Tee +1 тг ++”)+++)+++ +++ +++ 
2 nach | 0°) | 4-2) | ++ H+H 


3 


vor |+ | ++ HH HH HH 


Myristilpepton 5: ?/ . 
47 200 | leichte Symptome { — 0 | +— | +) 1641444 


H 


ташташы 19% Ikeinerlei Symptomef AS TF алы Ex УЛЫ нан 
мунис 6: 1/,!) до. { — VR be ы RRIA 

, пас 
муны CPE 6: 1/,1) N иреше { — PE Н ++ wir 
; erholt sic nac +— | 4- | ++ 
0] муын: Ya) kee варан zen, | ф н iere 
480 рны ы; 1/61) +10 { ү = + НЫ ЫНЫ Ды 

пас 
900 en 1,0") [keinerlei Symptomey| vor Er — АЛЫ НҮН ран 
пас +++ +++ 
640 муше "el | leichte Symptome (| vor п Se УЧ 5 
nac + 

| 
800] Myristilelastin: 1/10! , f 

— in: 4/10") [keinerlei Symptome{ De? e F ЫЫ рны ЫЛЛА 


Die Ergebnisse unserer Untersuchungen sind folgende: 


1. Die in bestimmten Konzentrationen Kaninchen und 
Spatzen intravenös eingeführten Emulsionen von Verbindungen 
von Pepton (Witte-Roche) sowie anderer Proteine (Albumose, 
Elastin, Edestin, Casein, Agar, Gelatine, Histidin) mit Palmitin-, 
Stearin-, Laurin- und Mpyristilsäure rufen den Tod der Ver- 
suchstiere hervor (в. Tabelle 1). 

2. Die Toxizität verschiedener Präparate jeder einzelnen 
Verbindung pflegt ziemlich beträchtliche Schwankungen zu 
zeigen (s. Tabelle I). 


1) Methylalkoholische Lösung. 

*) 1 ccm 5°/,ige Blutkörperchenaufschwemmung + 0,2 ccm !/,, 
verdünnter Kaninchen-Rinderamboceptor (= 50 Amboceptoreinheiten) 
+ 0,85 9/,іве NaCl-Lösung be 25 ccm. 

3) + = Kuppe; + = geringe Hämolyse; ++ = fast komplette 
Hämolyse; +++ = komplette Hämolyse. 
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— —— — — —— — 


Mischung von 





= 
— — J m $ 
e Ф м. 
Emulsion Е S-321|1988 
H Aë 00 > - 
— KREE: 
Lipoproteine © Е E g 9 Resultat 
* 0 St 9 + Ф эр 
= | © EK LE 
æ = a8 = Ф 
= а 
сет сет ccm 






Myristilpepton 16 | '/,oo | 0,5 | 1,5 — 0,5 id 

do. 01 051 2,9 — 0,5 

do. 1001 0,5 | 4,5 — 0,5 | Schwere Symptome: erholt sich 

do. tal 091.20 0,5 0,5 2’ 

do 51081 15 1,0 0,5 H 

do Hal 0,5 | 1,0 1,5 0,5 2 

do (al 0,5 | 0,5 2,0 0,5 LI’ 

do 1 КШ а 2,5 0,5 1’ 

do. Yol — 1 — 2,5 0,5 Keinerlei Symptome 
Myristilpepton 20 | :/,„, | 0,5 | 2,5 — 0,5 2/ 

do. zis | 05 | 85 — 0,5 | Schwere Symptome: erholt sich 

do. 1/50 | 0,5 | 3,0 — 0,5 I: 

do. Yaso | 0,5 | — 3,0 0,5 і 
Myristilpepton 4 | :/,,, | 0,5 | 1,0 — 0,5 

do. Ча | 0,51 1,5 — 0,5 F 

do. 11 051 20 — 0,5 Keinerlei Symptome 

do. 1/50 | 0,5 | — 1,5 0,5 CH 

do. Yo 05 | — 2,0 0,5 Keinerlei Symptome 

do. Os е 1,5 0,5 

do. taso | 0,5 | — 2,0 0,5 Keinerlei Symptome 


3. Die Erscheinungen sind denjenigen sehr ähnlich, die 
nach intravenöser Injektion, wässeriger, 1 Stunde bei 50° er- 
hitzter Emulsionen, methylalkoholischer Hoden-'), Pankreas-?) 
oder Schilddrüsenextrakte?) von einem von uns geschildert 
wurden; Exophthalmus wird aber dabei vermißt. 

4. Der Obduktionsbefund ist folgender: starke Hyperämie 
der inneren Organe, Erweiterung des einige Minuten fortpulsieren- 
den rechten Herzens; bis 30 Minuten nach dem Tode Blut noch 
flüssig; Fibringerinnsel sind nur selten im rechten Herzen vor- 
handen. 

5. Untertödliche Dosen rufen folgende Erscheinungen her- 
vor: Lähmung oder Parese der Extremitäten, zunächst der 


m— 


1) С. Izar und A. Iagiuoli, Zeitschr. f. Immunitätsforsch. 13. 

2) С. Izar, Münch. med. Wochenschr. 1911, Nr. 25, und Berl. klin. 
Wochenschr. 1911, Nr. 39. 

3) A.Iagiuoli, Biochimica е Terapia Sperimentale anno IV. fasc. П. 
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Tabelle IV. 
Mischung von = 
Emulsi H ч Е Š 2 
u пія — an зә 
ed KEES RE 
Lipoproteine | o [25| а ос SIS 53 Resultat 
„| Pilosio SiS ET 
Є IR = E EI з 
— CO w 
E | © = а я 
сет | cem ccm ccm 
Myristilpepton 14 | Ten) 1,0 | — — 1,0 +I’ 
do. De 1 071 — — 0,7 +I’ 
do. Us!) 0,5 | — — 0,5 [Schwere Symptome: erholt sich 
do. Zelt LO 10 — 0,6 + 80” 
do. Set, ZE 10 — 0,5 | Schwere Symptome: erholt sich 
do. Haat WE T 008 0,1 1,0 E 
do. 116601 9,2. O1 0,2 1,0 30” 
do. Yo 0,7 | = 0,3 1,0 2’ 
do. — — | 0,7 0,3 1,0 Keinerlei Symptome 
do. Haag) 051 — 0 2, — 0,5 E 
do U) 0,3 | 0,2 |012 — 0,5 | Schwere Symptome: erholt sich 
do. taso | 0,2 | 0,3 J ~ 8 — 0,5 do. 
Myristilpepton 15 | !/,o | 0,7 | — 0,7 P 
do. Ча 0,6 I 0,1 0,7 |Schwere Symptome: erholt sich 
do. Шыр 0,5 | 0,2 0,7 Keinerlei Symptome 
do. 1/0 | 0,5 | 0,2 h 5 Std 0,7 1’ 
do. 1/0 | 0,4 | 0,3 [/Ъе1ї500 0,7 | Schwere Symptome: erholt sich 
do 100! 0,5 | 0,2 Ih 1 Std. 0,7 do. 
do. 11400 | 0,4 | 0,3 [bei 50° 0,7 Keinerlei Symptome 
Myristilagar 2 | 1/ | 0,5 | 0,5 0,5 do. 
do. 1l | 0,5 | 0,4 0,5 | Schwere Symptome: erholt sich 
do. Zum TER A 03 0,5 1’ 
do. Un | 0,5 | 02 0,5 2’ 
Myristilagar 3 | :/,, | 0,5 | 0,5 0,6 E 
йо. м | 0,5 | 10 0,5 2’ 
do. Hai 0,5 | 1,5 0,5 | Schwere Symptome: erholt sich 
do. Чы | 0,5 | 30 0,5 Keinerlei Symptome 
do. a bE = 2,0 0,5 2’ 


Hinterbeine, Dyspnöe, Tachypnöe, tonisch-klonische Krämpfe. 
Diese Erscheinungen gehen nach kurzer Zeit allmählich zurück, 
verschwinden dann gänzlich und nach einigen Minuten erholt 
sich das Versuchstier vollständig. 

6. Die intravenöse Injektion von kleineren Lipoprotein- 
dosen OI, bis 1/10 der d. 1.) bewirkt eine deutliche Verminderung 
des Serumkomplements (s. Tabelle II), wie es mit den wässerigen 
und methylalkoholischen Organextrakten!bis3) der Fall ist. 

7. Das Blut von Versuchstieren, die die Hälfte der d 1. 
Lipoprotein injiziert bekamen, zeigt eine verminderte Gerinnungs- 


1bis3) Siehe Fußnote 1 bis 3 auf S. 198. 
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Tabelle V. 
| Mischung von 0,5 cem 1/, Resultat nach Einspri 
ik pritzung von 
— — 0,5 ccm Mischung verd. auf 








166—169 Zimmertemperatur| + + | 8. Su K.S dl 
170—172 - + + | 8.8. 
178—175 - + + |S.S. 
176—179 500 + + + | 8. 8 
180—182 509 + ER | 
183—185 50° + + | 8. 8. | 

Nicht- |Tumor- 

tumor |serum 

serum Nr.4| Nr. 6 
ccm ccm | 

259—262 | 2,5 — — |Zimmertemperatur| + + + S. 8. 
263—266] 2,0 0,5 — ` = + | S.S. | K. 8. 
267—270 | 2,0 — 0,5 > + + + 8. 8. 
271—274| 2,5 — — 500 4 + + 5. 8. 
215—918| 2,0 0,5 — 50° + + 8. 8. | К. 8. 
279—288] 2,0 — 0,5 50° z- + + + 8. 8 





380—338 | 2,5 — — |Zimmertemperatur| + + 
334—337 | 2,0 0,5 — + + 
338—341 | 2,0 — 0,5 ~ + + 
342—845 | 2,5 — — 500 4 
346—349 | 2,0 0,5 — 500 + + 
350—858 | 2,0 — 0,5 50° + + 


fähigkeit; durch kleinere Lipoproteindosen (!/,o bis "Ion 4.1) wird 
diese letztere gleichfalls, jedoch nicht in demselben Grade, herab- 
gesetzt; auch in dieser Beziehung ist das Verhalten dasselbe wie 


für die wässerigen®) und methylalkoholischen Organextrakte *bis 6) 
und durchaus verschieden als nach Injektion von Seifen’). 


1) = Schwere Symptome. 

) = Keine Symptome. 

з) Dold, Zeitschr. f. Immunitätsforsch. 10. 
4bis6) Siehe Fußnote 1 bis 3 auf S. 198. 

7) Dold, Zeitschr. f. Immunitätsforsch. S. 65. 
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8. Die von den Lipoproteinen auf den Blutdruck ent- 
faltete Wirkung ist verschieden von derjenigen der Fett- 
säuren; während letztere sogar in kleinsten Dosen eine be- 
trächtliche Erniedrigung des Blutdruckes hervorrufen, wirkten 
die Lipoproteine sogar in der d.l. nahekommenden Menge nur 
schwach hypotensiv; niedrigere Dosen haben nicht den gering- 
sten Einfluß auf den Blutdruck. 

9. Durch subletale Dosen wird das Versuchstier gegen 
die unmittelbar darauffolgende Injektion der letalen Dosis 
nicht refraktär, während dies durch die wässerigen!) sowie 
durch die methylalkoholischen? 5184) Organextrakte zu erzielen ist. 

10. Der Zusatz von frischem Blutserum ändert die Toxi- 
zität der Emulsionen nicht (s. Tabelle III). 

11. istündiges Erhitzen auf 50° erhöht nur geringfügig 
die Toxizität der Emulsionen, während bekanntlich die Toxizität 
der wässerigen und methylalkoholischen Organextrakte!bis3. 5) 
stark beeinflußt wird (s. Tabelle IV). 

12. 1stündiges Erhitzen bei 50° der Gemische von Lipo- 
proteinen 4 Serum beeinflußt ihre ursprüngliche Toxizität in 
verschiedenartiger Weise, indem letztere bald vermindert ® 7), 
bald erhöht erscheint (в. Tabelle У). Die Tumorsera zeigten 
meistens ein schwaches Neutralisationsvermögen. 


1) Cesa-Bianchi, Pathologica, 1911/12. 

1) С. Izar und A. Iagiuoli, Zeitschr. f. Immunitätsforsch. 13. 

з) G. Izar, Münch. med. Wochenschr. 1911, Nr. 25, und Berl. klin. 
Wochenschr. 1911, Nr. 39. 

t) A. Iagiuoli, Biochimica е Terapia Sperimentale anno IV. fasc. II. 

5) G. Izar und С. Patané, Zeitschr. f. Immunitätsforsch. 14. 

6) Siehe auch darüber dieOriginalarbeiten vonDold,Cesa-Bianchi, 
Izar u. Patané l. с. 

7) G. Izar, Zeitschr. f. Immunitätsforsch. 16. 


Das Verhalten der Tone und Kaoline gegen 
Hydroxylionen. IL 
Von 
Paul Rohland, Stuttgart. 


(Eingegangen am 7. November 1913.) 
Mit 1 Figur im Text. 


Wie ich nachgewiesen habe!), haben die Tone die Fähjig- 
keit, kolloide Substanzen, die Hydroxyde des Siliziums, Alu- 
miniums und Eisens, auch organische Substanzen in Berührung 
mit Wasser zu bilden, die kompliziert zusammengesetzte Farb- 
stoffe, Kolloide, Kohlenwasserstoffe und Öle, bestimmte Ionen- 
arten und starke Gerüche adsorbieren, worauf mein „Kolloid- 
tonreinigungsverfahren“ für Abwässer beruht ?). 

Außerdem reagieren die Tone und Kaoline in ganz cha- 
rakterischer Weise mit Laugen. Dieses Phänomen kann man, 
wie schon erwähnt?), sehr bequem in folgendem kleinen Appa- 
rate beobachten; einen größeren Trichter verbindet man durch 
Schlauch nebst Klemmschraube mit einem längeren, ziemlich 
weiten Glasrohre, das am unteren Ende wiederum mit einem 
Stück Gummischlauch nebst Klemmschraube verbunden ist. 

In den Trichter füllt man verdünnte Natronlauge und 
gießt eine Suspension von Kaolin, Ton, Zement, Traß, 
Talk usw. zu; man läßt diese etwa 2 Stunden absitzen und 
läßt dann durch Öffnen der Klemmschraube etwas von der 
Suspension ausfließen; dann sinken die zusammengeballten 
Flocken langsam durch die Glasröhre herunter. 

Daß auch natürliche Silikate, wie z. B. die Zeolithe, 
Talke in ähnlicher Weise auf OH’-Ionen reagieren, soll in einer 
späteren Untersuchung dargelegt werden. 

1) Vgl. Р. Rohland, Die Tone. A. Hartleben, Wien. 


2) Die chemische Industrie 1910. 
з) Diese Zeitschr. 1913, 447. 


Р. Rohland: Verhalten d Tone u. Kaoline gegen OH-Ionen. П. 203 


Der benutzte Kaolin hatte nach der rationellen Analyse 
folgende Zusammensetzung’): 


Tonsubstanz . . . 95,89 °/, 
Feldspat . . . . . 1,06°%, 
Quarz . . 3,059 о 

100,009, 


Neutrale Salze, wie NaCl, КС], CaCl,, CaSO, (NH,),SO,, 
(ХН,),С,О, usw., verhalten sich vollständig indifferent; in ganz 
geringem Maße wirken hydrolytisch gespaltene Salze, wie 
K,CO,, М№а,СО,, Na,B,O.; stärker wirksam sind die Basen 
NH,(OH), Ca(OH), Mg(OH),, Ba(OH),, КОН, NaOH, gemäß 
ihrem Dissoziationsgrade, wie aus folgender Tabelle hervorgeht: 


NaCl „..0 NH,(OH) . ++ 
Са50,...0 Са(ОН), . . ++ 
(МН,),С,0, . 0 Mg(OH), . . ++ 

CO, ..+ KOH . . . 444 
NaCO, . . + NaOH . . +++ 
Na,BO, .+ 


In dieser Tabelle bedeutet O die Wirkungslosigkeit des 
betreffenden Salzes, ein Pluszeichen die geringe, zwei Plus- 
zeichen die starke, drei Pluszeichen die sehr starke Wirkung 
der OH’-Ionen. 

Wie man erkennt, ist die Konzentration der Hydroxyl- 
ionen das Maßgebende; dabei ist folgendes zu beobachten: 

Bei sehr geringer Konzentration der Hydroxylionen ist ihr 
Einfluß auf die Ausflockung der Kaolinemulsion gleich Null, 
mit wachsender Konzentra- 
tion wird er größer, um bei 


einer bestimmten Konzentra- S 
tion das Maximum zu ег- $ 
reichen, bei noch höherer Kon- $ 
: Ў Se x 
zentration nimmt er allmäh- x 
Я = . D 
lich wieder ab oder bleibt 8 
gleich. R 
Graphisch lassen sich diese 
ge 


Vorgänge folgendermaßen 0 X Konzentration der ON’ -Jonen 
darstellen: (Fig. 1). Fig. 1. 


1) Vgl. Р. Rohland, Über die Wirkung von Hydroxylionen auf 
Kaolinemulsionen. Kolloidzeitschr. 1913. 
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Kolloidtone haben, der chemischen Analyse nach, etwa 
folgende Zusammensetzung, die Zusammensetzung des Tones A 
habe ich bereits angegeben 1). 


Ton B. Ton C. 

SiO, .. . . 59,53%, 810, . . . . 38,57 
А0, . . . . 29,01%, ALO, . . . . 23,559, 
Fe,0, . . . 3,439, Fe,0, . . . 0,85%, 
CaO .... 1,00% СаО .... 0,319, 
MgO . . . . 002°, MgO .... 022°, 
K,O .... 1,00% K,O .... 0,70%, 
Glühverlust . 13,40°/, H,O ... .24,00°, 

Glühverlust . 11,80°/, 


Diese Tone sind durch hohen Glühverlust charakterisiert, 
der durch den Gehalt an organischen Stoffen mitbedingt 
wird. Vielleicht kann auch die Einwirkung von Hydroxyl- 
ionen auf Tone und Kaoline, Talke in der Dermatologie 
angewendet werden. 

In Nr. 41 und 42 der „Medizinischen Klinik“ ist eine sehr 
interessante Untersuchung von P. G. Unna, „Die Kaolin-Gly- 
cerin-Paste in der Dermatologie“, erschienen, die sich auch mit 
meinen Untersuchungen über die Kolloide der Tone und Kao- 
line befaßt, und auf die ich in der „Medizinischen Klinik“ selbst 
zurückkommen werde P. G. Unna kommt zu dem Resultat, 
daß die Aufnahme (Kontinenz) von verschiedenen Flüssigkeiten 
durch Kaolin, Bolus nicht auf den Gehalt an Kolloidstoffen 
zurückzuführen ist. Sehr wahrscheinlich liegen aberhier 
gar keine Adsorptionen, die ausschließlich die Eigen- 
schaft kolloider Substanzen sind, vor. Denn das Charak- 
teristische dieser kolloidveranlagten Silikate ist einmal die Ein- 
wirkung von Hydroxylionenaufsie, die zu ihrer allerdings vor- 
übergehenden Ausflockung führt, und zweitens die Adsorption 
von kompliziert zusammengesetzten Farbstoffen, wie Anilin- 
farbstoffen; das von Р. С. Unna herangezogene krystalloide 
Magnesiumcarbonat hat nicht die Fähigkeit der Adsorption. 


1) Diese Zeitschr., 1. с. 
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V. Mitteilung. 
Weiteres über das Koferment der Perhydridase. Bildung von 
Aldehyden aus Aminosäuren. 


Von 
А. Bach. 


(Aus dem Privatlaboratorium des Verfassers in Genf.) 


(Eingegangen am 12. November 1913.) 


Während isolierte Aminosäuren nicht die mindeste Nitrat- 
reduktion im Verein mit der Perhydridase bewirken!), erwies 
sich zu Aminosäuren vollständig abgebautes Eiweiß als ein 
wirksames Koferment der Perhydridase. Dieser Befund ver- 
anlaßte mich, das nach Abderhaldens Methode von den 
Farbwerken—Höchst a.M. dargestellte und in den Handel unter 
der Bezeichnung Erepton gebrachte Produkt in den Kreis 
meiner Untersuchungen zu ziehen. 

Zunächst versuchte ich, den wirksamen Anteil des Erep- 
tons durch Behandeln. mit organischen Lösungsmitteln (Methyl- 
alkohol, Äthylalkohol, Aceton, Äther, bzw. deren Gemischen) 
abzuscheiden, erhielt aber dabei keine brauchbaren Resultate. 
Als ich dann das wirksame Prinzip auf seine Flüchtigkeit mit 
Wasserdampf prüfte, konnte ich einige Beobachtungen machen, 
die sehr wichtige Aufschlüsse über die der Wirkung des Ko- 
fermentes zugrunde liegende Reaktion geben. Es zeigte sich 
nämlich, daß wässerige Ereptonlösungen bei der Destillation 
ständig geringe Aldehydmengen abgeben. Die Destillate 
reduzieren alkalische Silberlösung in der Kälte unter Spiegel- 
bildung, geben mit dem Fuchsin-Bisulfit-Reagens eine violette 
Färbung und reduzieren Nitrate zu Nitriten unter Mitwirkung 


1) Vgl. diese Zeitschr. 52, 412, 1913, IV. Mitteilung. 
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der Регһудгійаве Neben Aldehyden geht auch Ammoniak 
und — am Beginn der Destillation — eine schwefelhaltige 
Verbindung über. Für die nähere Charakterisierung der Al- 
dehyde wären natürlich Versuche mit größeren Ereptonmengen 
erforderlich. Der Verlauf der Aldehydabscheidung konnte aber 
bei meinen Versuchen an der Reduktion der Nitrate unter 
Mitwirkung der Perhydridase mit großer Genauigkeit messend 
verfolgt werden. 

Es entstand zunächst die Frage, ob die Aldehyde bereits 
im abgebauten Eiweiß vorhanden sind, oder ob sie sich erst 
bei der Destillation der Ereptonlösungen bilden. Gegen die 
Präexistenz der Aldehyde sprach schon die Tatsache, daß 
frische Ereptonlösungen weder alkalische Silberlösung reduzieren, 
noch mit dem Fuchsin-Bisulfit-Reagens eine Färbung geben. 
Die ständige Bildung von Aldehyden konnte aber hier 
direkt durch quantitative Versuche in einwandfreier Weise 
bewiesen werden. Denn es stellte sich heraus, daß bei der 
Destillation einer Ereptonlösung Aldehyde nur in die ersten 
Anteile des Destillates übergehen, die weiteren Fraktionen sind 
aldehydfrei. Bei der Wiederholung der Destillation unter Er- 
satz des abdestillierten Wassers nach 24stündigem Stehenlassen 
der Lösung gehen wiederum Aldehyde über. Bei der Destil- 
lation im Luftstrom sind Aldehyde in allen Fraktionen des 
Destillates gleichmäßig enthalten. Zur Veranschaulichung dieser 
Verhältnisse teile ich der Kürze wegen nur den Schlußversuch 
mit, den ich zwecks endgültiger Nachprüfung der im Laufe 
dieser Arbeit erhaltenen Resultate unter Beobachtung aller 
Kautelen ausgeführt habe. 

10 g Erepton wurden in 250 ccm Wasser gelöst, die Lösung wurde 
in einem geräumigen Destillierkolben der Destillation unterworfen und 
das Destillat in Fraktionen zu je 15 ccm aufgefangen. Von den Frak- 
tionen wurden је 10 eem mit 5 ccm frischer Kuhmiloh und 5 ccm 15°/,iger 
Natriumnitratlösung zusammengebracht, das Gemisch wurde bei 60° im 
Thermostaten 10 Minuten stehen gelassen und die entstandenen Nitrit- 
mengen wurden dann nach der früher angegebenen Methode!) bestimmt. 
Nach Auffangen der 6. Fraktion wurde das abdestillierte Wasser ersetzt und 
am folgenden Tage wurde die Destillation in obiger Weise weitergeführt. 


Diese Operation wurde mit derselben Ereptonlösung 5mal wieder- 
holt. Nach Schluß der V. Destillation wurde das abdestillierte Wasser 


1) Diese Zeitschr. 38, 282, 1911. 
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ersetzt und die Destillation sofort im Luftstrom fortgesetzt. Sämtliche 
Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle zusammengestellt. Natürlich 
wurden die üblichen Kontrollversuche mit frischer Milch und Nitrat- 
lösung und mit gekochter Milch, Nitratlösung und Destillat unter genau 
gleichen Bedingungen ausgeführt. Sämtliche Kontrollversuche ergaben 
negative Resultate. 


Durch 15 ccm Destillat bewirkte Nitratredukion in Milligramm NO, 
1. Fr. 2. Ег 3. Ет. 4. Ег. 5. Ег 6. Ет. 


I. Destillation 0,062 0,030 Spur 0 0 0 
П. » 0,066 0,021 Врог Spur 0 0 
ПІ. n 0,059 0,036 0,009 Spur 0 0 
IV. л 0,053 0,026 Spur 0 0 0 
V. n 0,058 0,028 0,001 Spur 0 0 


(Im Luftstrom weiter destilliert) 
0,046 0,059 0,056 0,063 0,059 0,050 


Durch obigen Versuch ist folgendes festgestellt worden: 


1. Bei der Destillation einer Ereptonlösung gehen Aldehyde 
nur in die ersten Anteile des Destillates über. Nach Ab- 
destillieren von etwa :/, der Flüssigkeit ist das Destillat prak- 
tisch aldehydfrei. 

2. Wird nach Aufhören der Aldehydausscheidung die 
Ereptonlösung 24 Stunden stehen gelassen und dann weiter 
destilliert, so enthalten wiederum die ersten Fraktionen Aldehyde, 
und zwar in etwa gleichen Mengen wie bei der früheren 
Destillation. 

3. Das Aufhören der Aldehydausscheidung ist zweifellos 
mit dem Fehlen von Sauerstoff verknüpft, da beim Fortsetzen 
der Destillation im Luftstrom wiederum Aldehyde im Destillat 
erscheinen. Dabei zeigen die aufeinander folgenden Fraktionen 
des Destillates einen ziemlich gleichen Aldehydgehalt, der dem- 
jenigen der ersten Fraktion in den sämtlichen Destillationen 
ganz nahe steht. 


Es sei mir gestattet, die Bedeutung dieser Befunde etwas 
näher zu diskutieren. 

Aus 1. und 2. geht hervor, daß Aldehyde im Erepton 
nicht als eine Beimischung, präformiert, vorhanden sind, sondern 
sie entstehen erst bei der Erhitzung der Lösung. Sonst würde 
die durch die erste Destillation von Aldehyden befreite Erep- 
tonlösung keine weiteren Aldehydmengen bei der Destillation 
nach 24stündigem Stehenlassen liefern. Zieht man noch in 
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Betracht, daß frische Ereptonlösung weder auf alkalische Silber- 
lösung noch auf Fuchsin-Bisulfit einwirkt, so kann man mit voller 
Sicherheit betonen, daß Erepton keine Aldehyde in nennens- 
werter Menge enthält. 

Die Bedeutung des 3. Punktes, der Beteiligung des Sauer- 
stoffs an der Aldehydbildung, kann nur im Zusammenhang mit 
der Frage nach den Materialien, aus denen die Aldehyde ent- 
stehen, erörtert werden. 

Da unter den Abbauprodukten des Eiweißes keine ein- 
heitliche Substanz bekannt ist, die bei der Destillation in wäs- 
seriger Lösung Aldehyde abspaltet, so drängt sich der Schluß 
auf, daß letztere nur durch die Wechselwirkung der Abbau- 
produkte bei höherer Temperatur entstehen. Von den Reak- 
tionen, die unter Aldehydbildung vor sich gehen, kommt hier 
in erster Linie die von Strecker!) aufgefundene Oxydation 
der «-Aminosäuren durch Alloxan in Betracht. Hierbei werden die 
Aminosäuren auf Kosten der Hydroxyle des Wassers zu den 
nächstniederen Aldehyden unter Abspaltung von Ammoniak und 
Kohlensäure oxydiert und das Alloxan durch den freiwerden- 
den Wasserstoff zu Uramil reduziert. Letzteres kondensiert 
sich dann mit überschüssigem Alloxan und abgespaltenem Am- 
moniak zu Murexid. Alloxan selbst ist ein Abbauprodukt 
(wenn auch nicht ein normal vorkommendes) des Eiweißes. 
Andererseits bewirken nach W. Traube?) auch andere Keto- 
verbindungen die gleiche Reaktion. Man kann daher mit 
großer Wahrscheinlichkeit annehmen, daß beim Abbau des 
Eiweißes zu Aminosäuren Reaktionsbedingungen ge- 
schaffen werden, die für den weiteren Abbau der 
Aminosäuren auf dem von Strecker entdeckten Wege 
erforderlich sind. Wenn also Erepton die Fähigkeit besitzt, 
Aldehyde bei der Destillation abzuspalten, so geschieht es, weil 
das Produkt neben «-Aminosäuren noch Substanzen enthält, 
die den bei der Spaltung des Wassers freiwerdenden Ұазвег- 
stoff aufnehmen. Es liegt hier eine gekoppelte Oxydo-Reduk- 
tionsreaktion vor, bei der auf Kosten des Wassers die Amino- 
säuren oxydiert und die reduktionsfähigen Substanzen reduziert 


1) Liebigs Ann. 123, 363, 1862. 
з) Ber. d. Deutsch. obem. Ges. 44, 3145, 1911. 
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werden?) Bei gewöhnlicher Temperatur geht diese Reaktion 
mit unmeßbar kleiner Geschwindigkeit vor sich, worauf das 
Ausbleiben der Aldehydreaktionen in kalten Ereptonlösungen 
mit genügender Klarheit hindeutet. Bei höherer Temperatur 
vollzieht sich die Streckersche Reaktion noch ziemlich lang- 
sam, aber doch mit meßbarer Geschwindigkeit. Und erst, wenn 
man Erepton als Koferment der Perhydridase bei der Reduktion 
der Nitrate fungieren läßt, findet bedeutende Bildung unter 
sofortigem Verbrauch von Aldehyden statt. 

Nimmt man diese Interpretation an, so läßt sich die Be- 
deutung des Sauerstoffs für die Aldehydbildung in Erepton- 
lösungen ziemlich einfach erklären. Die Oxydation der Amino- 
säuren auf Kosten des Wassers kann nur dann zustande kommen, 
wenn Acceptoren für den freiwerdenden Wasserstoff dagegen 
sind. Letztere werden dabei natürlich reduziert. So entsteht aus 
Alloxan Uramil, aus Benzochinon Hydrochinon usw. Sind die 
Wasserstoffacceptoren in begrenzter Menge vorhanden, wie es im 
Erepton der Fall zu sein scheint, so muß nach vollständiger 
Reduktion derselben die Reaktion zum .Stillstand kommen. 
Führt man dann Sauerstoff zu, so werden die reduzierten 
Wasserstoffacceptoren zu den ursprünglichen Körpern oxydiert 
und die Wasserspaltung und Aldehydbildung setzen wieder ein. 

Um die Zulässigkeit dieser Erklärungsweise an dem Bei- 
spiel einer zwischen definierten Substanzen verlaufenden Re- 
aktion zu prüfen, stellte ich einen Versuch mit «-Alanin und 
Benzochinon an, wobei letzteres absichtlich in geringer Menge 
im Verhältnis zu ersterem angewandt wurde. 

0,05 g/Mol «-Alanin (Kahlbaum) wurden mit 0,001 g/Mol Benzo- 
chinon in 200 ccm Wasser gelöst und die Lösung wurde genau wie die 


obenerwähnte Ereptonlösung der Destillation unterworfen. Die Bestim- 
mung des Aldehydgehaltes der Fraktionen ergab folgende Werte: 


Durch 15 com Destillat bewirkte Nitratreduktion in Milligramm N,O,. 
1. Fr. 2 Fr. 3 Ег. 4 Fr. 5. Ег. 6. Ег. 

I. Destillation 0,361 0,220 0,057 0,023 0,010 Spur 
П. n 0,341 0,233 0,037 0,018 0,011 Spur 
ПІ. Л 0,875 0,212 0,042 0,009 0,009 Spur 
IV. n 0,370 0,228 0,023 0,015 Spur Spur 

(Im Luftstrom weiter destilliert) 
0,287 0,830 0,881 0,360 0,340 0,821 


1) Näheres über diesen Gegenstand в. in meinem Aufsatz „Оху- 
dationsprozesse in der lebenden Substanz“ in Oppenheimers Handbuch 
der Biochemie. Ergänz.-Bd. Jena 1913. 

Biochemische Zeitschrift Band 58. 14 
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Vergleicht man diese Ergebnisse mit den beim Versuch 
mit Erepton erhaltenen, so fällt die große Ähnlichkeit des 
Verlaufs der Aldehydbildung in beiden Versuchen auf. Hier 
wie da geht Aldehyd nur in die ersten Fraktionen über. Die 
nach Abschluß jeder Destillation aldehydfreien Flüssigkeiten 
geben nach 24stündigem Stehenlassen nochmals die gleichen 
Aldehydmengen ab wie bei der anfänglichen Destillation. Beim 
Durchleiten eines Luftstroms während der Destillation steigt 
sofort der Aldehydgehalt auf die ursprüngliche Höhe und bleibt 
dann eine Zeitlang unverändert. 

Für das Zustandekommen der Oxydation der Aminosäuren 
bei der Streckerschen Reaktion, so wie bei anderen, auf der 
Spaltung des Wassers beruhenden Oxydo-Reduktionsreaktionen 
(hydroklastischen Oxydo-Reduktionen nach der zu- 
treffenden Nomenklatur Oppenheimers!) ist die Anwesenheit 
von freiem Sauerstoff nicht ausschlaggebend. Letzterer kommt 
nur dann zur Wirkung, wenn infolge der vollständigen Reduktion 
des Wasserstoffacceptors die Reaktion zum Stillstand ge- 
bracht wird. Indem er den reduzierten Weasserstoffacceptor 
(Hydrochinon) zum ursprünglichen Körper (Chinon) oxydiert, 
fungiert er als Depolarisator, der die Einstellung von Gleich- 
gewichtszuständen verhindert und den ungestörten Verlauf der 
Reaktion bedingt. Bei der Ähnlichkeit des Reaktionsverlaufs 
in der Alanin-Chinonlösung und in der Ereptonlösung ist man 
zu der Annahme berechtigt, daß auch in letzterer die Aldehyd- 
bildung auf hydroklastischem Wege erfolgt und nur indirekt 
in der angegebenen Weise durch den Sauerstoffzutritt befördert 
wird, zumal man unter den Abbauprodukten des Eiweißes 
keine Substanz kennt, die freien Sauerstoff unter Aldehydbildung 
aufnimmt. Ob und in welcher Weise Oxydations- und Re- 
duktionsfermente die Aldehydhildung aus Aminosäuren be- 
schleunigen, soll durch weitere Versuche festgestellt werden. 

Durch die im obigen mitgeteilten Versuche ist die Frage 
nach der Natur des Kofermentes der Perhydridase gelöst worden. 
Es wurde bisher angenommen, daß die in tierischen und pflanz- 
lichen Objekten beobachteten Reduktionsvorgänge durch ein 
Ferment, die Perhydridase, und ein Koferment, das durch 


D Die Fermente und ihre Wirkungen. Leipzig 1913, S. 759. 
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Aldehyde ersetzt werden kann, unter Wasserspaltung bewirkt 
wird. Das Koferment wurde von mir zunächst in gekochten 
Organextrakten, dann in käuflichem Pepton und schließlich im 
Erepton aufgefunden. Da aber in letzterem Falle Aldehyd- 
bildung jetzt nachgewiesen ist, so hat man nunmehr einzig 
und allein Aldehyde als das wahre Koferment der Perhydridase 
ausersehen, und zwar solche Aldehyde, bei denen die Aldehyd- 
gruppe an verhältnismäßig einfache Radikale gebunden sind. 
Denn komplexe Aldehyde, die alkalische Silberlösung nicht 
direkt reduzieren und mit dem Fuchsin-Bisulfit-Reagens keine 
Färbung geben, wie Aldohexosen usw., sind für die Perhydri- 
dase unverwertbar. Die Perhydridase ist hiermit eine echte 
Aldehydase und kann nicht nur als ein zuverlässiges, sondern 
auch als ein sehr empfindliches Reagens auf Aldehyde emp- 
fohlen werden. Durch direkte Versuche stellte ich fest, daß 
0,05 mg Acetaldehyd in 5 ccm (also 1:100000) mit 2 ccm 
frischer Milch und 3 ccm 1°/,iger Natriumnitratlösung eine 
Nitritmenge ergeben, die mittels des Ilosvay-Lungeschen 
Reagens noch ziemlich genau quantitativ bestimmt werden kann. 


Zusammenfassung. 


1. Das als Erepton bezeichnete, zu Aminosäuren voll- 
ständig abgebaute Eiweiß, das sich als ein wirksames Kofer- 
ment der Perhydridase erwiesen hat, gibt bei der Destillation 
seiner wässerigen Lösung ständig Aldehyde ab. 

2. Die quantitative Untersuchung des Verlaufs der Al- 
dehydbildung ergab, daß Aldehyde nur in die ersten Fraktionen 
des Destillates übergehen. Nach Abdestillieren von etwa !/, 
der Lösung sind die Destillate aldehydfrei. 

3. Bei Wiederholung der Destillation nach 24stündigem 
Stehenlassen der Lösung gehen nochmals Aldehyde in die 
ersten Fraktionen über, und zwar in gleichen Mengen wie bei 
der früheren Destillation. 

4. Wird nach Aufhören der Aldehydausscheidung die De- 
stillation im Luftstrom fortgesetzt, so erscheinen wiederum 
Aldehyde im Destillat. Dabei zeigen die aufeinanderfolgenden 
Fraktionen einen ziemlich gleichen Aldehydgehalt, das dem- 


jenigen der ersten Fraktionen nahe steht. 
14* 
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5. Aus 2. und 3. geht hervor, daß die Aldehyde im Erepton 
nicht präformiert vorhanden sind, sondern erst bei der Destil- 
lation entstehen. Diese Schlußfolgerung findet darin ihre Be- 
stätigung, daß frische Ereptonlösung weder alkalische Silber- 
lösung reduziert noch das Fuchsin-Bisulfit-Reagens färbt, 
während die ersten Fraktionen der Destillate es in aus- 
gesprochener Weise tun. 

6. Der Bildung der Aldehyde aus Erepton liegt die 
Streckersche Reaktion zugrunde. Der quantitative Verlauf 
der Aldehydbildung bei der Destillation einer Lösung, die 
0,05 g/Mol «a-Alanin und 0,001 g/Mol Benzochinon in 200 ccm 
enthält, ist demjenigen, der bei der Destillation von Erepton- 
lösungen beobachtet wird, ganz ähnlich. Die Oxydation der 
Aminosäuren erfolgt auf hydroklastischem Wege, der freie 
Sauerstoff dient nur zur Regenerierung der reduzierten Wasser- 
stoffacceptoren. 

7. Das wahre Koferment der Perhydridase sind Aldehyde, 
bei denen die Aldehydgruppe an einfache Radikale gebunden 
sind. Komplizierte Aldehyde (z. B. Aldohexosen), die nicht 
mit alkalischer Silberlösung bzw. mit Fuchsin-Bisulfitlösung 
direkt reagieren, sind für die Perhydridase nicht verwertbar. 
Die Perhydridase stellt sich hiermit als eine echte Aldehy- 
dase dar. 


+ 


Prinzipielle Bemerkungen über das Eindringen kolloider 
Farbstoffe in Pflanzenzellen. 


Von 
Raphael Ed. Liesegang (Frankfurt a. M.). 
(Eingegangen am 13. November 1913.) 


Ein Streit zwischen Forschern, an deren exakter Beobach- 
tung nicht gezweifelt wird, entwickelt sich zuweilen daraus, 
daß unter den gleichen Worten nicht genau das gleiche ver- 
standen wird. Ist die Hoffnung vorhanden, daß sich durch 
einige fast philologische Bemerkungen eine Verminderung der 
vermeintlichen Gegensätze herbeiführen lasse, so sind hier wohl 
ausnahmsweise einmal Worte über Worte erlaubt. 

Sie betreffen solche, die W. Ruhland vor kurzem an 
dieser Stelle in einem Bericht über seine Ultrafiltertheorie der 
Plasmahaut gebraucht һаё!). Ebensogut hätten sie aber auch 
Publikationen mancher anderer Forscher als Anlaß nehmen 
können. 

Ruhland bezeichnete eine Anzahl der Farbstofflösungen, 
die er anwandte, mit Recht als „kolloide“. Dieses Wort birgt 
auch bei ihm einen Gegensatz zum Echtgelösten. Dieser 
braucht aber nicht unbedingt vorhanden zu sein. 

Es wird noch zu häufig übersehen, daß es nichts anderes 
als eine Konvention war, wenn man Teilchen von mehr als 
1 up (und weniger als 100 ди) Durchmesser als kolloide be- 
zeichnete. Die untere Grenze wurde hauptsächlich gewählt, 
weil in jener Gegend die Grenze der Leistungsfähigkeit unserer 
heutigen optischen Instrumente liegt (6 ии für das Ultramikro- 
skop.) Sie ist durchaus nicht darin begründet, daß unterhalb 


) W. Ruhland, diese Zeitschr. 54, 59, 1913. 
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derselben die Materie stets „molekulardispers“, d. h. wenigstens 
in ihre Moleküle zerteilt („echt gelöst“) sei. Und ebensowenig 
bestehen oberhalb derselben die dispersen Teilchen stets aus 
einem Komplex von vielen gleichen Molekülen. Es braucht 
nur daran erinnert zu werden, daß Zsigmondy Molekülkom- 
plexe von metallischem Gold erzeugte, die kleiner als 1 Gu 
waren, und daß er andererseits die Größe des einzelnen Hämo- 
globinmoleküls zu etwa 2,5 uu berechnete. 

Anlaß zu der besonderen Betonung dieser Verhältnisse ist 
folgendes: Es ist sehr wahrscheinlich, daß eine bis in die Mole- 
küle (oder weiter) gespaltene Materie sich bezüglich ihrer Be- 
weglichkeit anders verhält als diejenigen Teilchen, die aus 
mehreren gleichen Molekülen zusammengesetzt sind. 

Erstere können in einer freien Flüssigkeit diffundieren. 
D. h. sie suchen sich in dem verfügbaren Raum gleichmäßig 
zu verteilen. Da die Diffusionsgeschwindigkeit mit der Größe 
der Moleküle abnimmt, wird sie allerdings für das Hämoglobin 
nur gering. Die eigentliche Diffusionsfähigkeit fehlt dagegen 
den genannten Molekularkomplexen. Wenigstens ist es, wie 
weiter unten gezeigt werden soll, wahrscheinlich, daß ähnlich 
aussehende Bewegungsarten bei ihnen auf andere Ursachen 
zurückzuführen sind. 

Ruhland hat eine Tatsache festgestellt, die für die Theorie 
des Eindringens der Farbstoffe in die Pflanzenzelle von großer 
Bedeutung ist: Die gleichen Farbstoffe, die dies vermögen, 
dringen auch in eine Gelatinegallerte ein, wenn man sie in 
Lösung darüber schichtet. Das weist auf das Vorhandensein 
einzelner Moleküle hin. Dabei ist es jedoch durchaus nicht 
notwendig, daß das ganze Material во dispers sei. L. Michaelis 
hat nachgewiesen, daß wässerige Lösungen von Methylviolett, 
Fuchsin usw. gewöhnlich ein Gemisch von freien Molekülen 
und Molekülkomplexen darstellen‘). Verschwinden Moleküle 
aus der aufstehenden Flüssigkeit durch Eindiffundieren in die 
Gallerte, so werden immer neue aus den Komplexen gebildet. 
Es vermag also allmählich mehr Material vorzudringen, als 
ursprünglich molekulardispers vorhanden war. 


1) L. Michaelis, Deutsche med. Wochenschr. 1904, Nr. 24. — 
Virchows Archiv 179, 195, 1905. 
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Daß Molekulardispersität nicht immer die Diffusionsfähig- 
keit in einer Gallerte zur Folge habe, braucht nicht eingehend 
geschildert zu werden. Die Moleküle können größer sein als 
die Poren der Gallerte'). 

Dringen die gleichen Farbstoffe in die Pflanzenzelle und 
in eine Gelatinegallerte ein, so ist es unnötig, der Zelle eine 
besondere Aktivität zuzuschreiben. Das Treibende liegt in den 
Farbstoffmolekülen. Es ist, als wenn sie sich gegenseitig ab- 
stießen; jedoch kann über diesen Mechanismus Näheres noch 
nicht gesagt werden. Die besondere Leistung der Zelle, die 
Ruhland angibt, nämlich die Fällung der basischen Farbstoffe 
durch Gerbsäure usw. und die Ausflockung oder Adsorption 
der sauren, veranlaßt nicht das Eindiffundieren an sich, sondern 
nur die Speicherung. Tatsache ist allerdings, daß hierdurch 
immer neues Material nachdringt. Aber dies geschieht nicht 
etwa derart, daß die Gerbsäure den basischen Farbstoff ge- 
wissermaßen anzieht, sondern dadurch, daß die Zelle sich eine 
Zeitlang bez. des Konzentrationsgefälles immer wieder in den 
ursprünglichen Zustand versetzt. 

Obgleich auch dieses von Ruhland richtig interpretiert 
ist, wendet er den Ausdruck „Ultrafiltration“ an. Wahrschein- 
lich war die beobachtete „Selektion“ nach der Teilchengröße 
Anlaß hierzu. Aber diese ist auch beim Eindiffundieren vor- 
handen. 

Bei der wirklichen Ultrafiltration hat man es stets mit 
einem Antrieb durch eine andere Kraft zu tun. In vielen 
Fällen ist es die Schwerkraft. Bei Bechholds Versuchen ist 
es ein starker Druck. Dadurch werden auch Molekülkomplexe 
vorwärts gedrängt. Unter dem Einfluß dieser äußeren Kräfte 
kann es zuweilen zu einer vorübergehenden Weitung der allzu 
engen Poren kommen. Oder die dispersen Teilchen deformieren 
sich wie die Erythrocyten, die durch Filtrierpapier gehen, 
dessen Poren kleiner sind als ihr eigener Durchmesser. Dazu 
brauchen sie nicht flüssig (Emulsoide und Emulsionen) zu sein. 
Ein schwammiger Bau (disperse Gallerten) genügt. Treibendes 
bei der Ultrafiltration können auch die Bewegungen der Ionen, 


1) Dabei ist wieder zu berücksichtigen, daß es auch auf die Form 
der Moleküle ankommt. Ein langgestreckt gebautes wird leichter ein- 
dringen können als ein gleichmäßiges rundliches,. 
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die sich an die Kolloide hefteten, unter dem Einfluß eines 
elektrischen Stromes sein. Oder in ganz geringem Maße jene 
Stöße der Flüssigkeitsmoleküle, die sich nach den Theorien 
von Einstein und v. Smoluchowski in der Brownschen 
Molekularbewegung offenbaren. 

Alles dieses hat aber nichts mit der Diffusion zu tun. 
Und es kommt — vielleicht mit Ausnahme der zuletzt ge- 
nannten geringen Wirkungen — bei Ruhlands Versuchen 
nicht in Betracht. Man darf also in ihrer Darstellung an 
Stelle des Wortes „Ultrafiltration“ das Wort „Diffusion“ setzen. 


Über die flüchtigen Basen der Hefeautolyse. 
Von 
Nicolaus Iwanoff. 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Kaiserl. Universität 
in St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 16. November 1913.) 


Man unterscheidet bis jetzt ganz scharf zwei Arten von 
physiologischen Veränderungen der Aminosäuren, und zwar 
erstens solche, die bei der Fäulnis, d. h. bei der Einwirkung 
von anaeroben und aeroben Fäulnisbakterien auftreten, und 
zweitens solche, die bei der Vergärung von Aminosäuren durch 
Hefe stattfinden. In dem Falle der Einwirkung anaerober 
Bakterien treten als Ergebnis ihrer Lebenstätigkeit entweder 
Amine auf!), wie z. В. 


R R 
| | 

CHNH, = СН,МН, +- СО, 
| 


WILD 


oder Säuren, bei Reduktionsdesaminierung, wie z. В. 
R R 


| | 

СНМН, + Н = CH, + МН, 
| н | 

СООН соон 

oder aber man erhält bei Kombinierung dieser beiden Fälle 
zusammen mit NH, und CO, Kohlenwasserstoff. Gesellen sich 
indessen zu den anaeroben Fäulnisbakterien auch noch aerobe, 
so gehen außer der Desaminierung auch noch ÖOxydations- 


1) Literatur siehe bei O. Neubauer im Biochem. Handlexikon 
4, 360. 1911. 


218 N. Iwanoff: 


prozesse vor sich, die zu einer Verkürzung der Kohlenstoffkette 
führen; so geht Leucin in Isovaleriansäure über, die sich ihrer- 
seits in Buttersäure verwandelt. 

In der Hefe geht bei der Gärung nach F. Ehrlich ein 
Zerfall der Maische-Aminosäuren mit Abspaltung von NH, vor 
sich, der sofort zu einer Synthese des Hefeeiweißes und zur 
Bildung von dem der Aminosäure entsprechendem Alkohol führt. 
Neubauer und Fromherz!) nehmen im gegebenen Falle nach- 
stehende Phasen dieser Reaktion an: 


R 
| | ‚НО 
CHNB, +0 = D — Oxydation 
| | NH, 
COOH COOH 
R 
Pu | 
С = CO+NH, — Desaminierung 
| NH, | 
COOH COOH 
R R 
| | 
CO == С==0 СО, — Abspaltung von СО, 
| N 
COOH H 
R 
| R 
C=0+2H= | — Reduktion 
CH,0OH 
H 


Dieses Schema mit Zwischenbildung einer Ketosäure hat 
nach den umfassenden Forschungen von Neuberg und seinen 
Schülern viel für sich. So gelangen С. Neuberg und Karczag’) 
zu folgendem Schlusse: „Gerade die «-Ketosäuren sind es, die 
mit besonderer Leichtigkeit der zuckerfreien Gärung unter- 
liegen.“ 

Es war von großem Interesse festzustellen, in welcher 
Weise der Prozeß der Bildung des NH, der flüchtigen Basen 


1) NeubauerundFrombherz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 326, 1911. 
2) С. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 37, 172, 1911. 
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bei der Autolyse vor sich geht, ein Fall, wo einerseits bakterielle 
Prozesse ausgeschlossen und andererseits synthetische Prozesse 
bis auf ein Minimum zurückgedrängt sind!). Dieser Fall steht 
weiter von der Fäulnis entfernt, bei der die Aminosäuren durch 
die Wirkung der Fermente der Fäulnisbakterien verändert 
werden, als von der Vergärung der Aminosäuren durch lebende 
Hefe, indem hier, wie bei der Autolyse, die Fermente der Hefe- 
zelle selbst wirken. Mit dem Studium der Bildung von NH, 
bei der Autolyse haben sich W. Palladin und N. Iwanoff‘“) 
beschäftigt, während die vorliegende Arbeit den Versuch dar- 
stellt, die flüchtigen Basen aufzufinden. 

Die Amine bei der Hefefäulnis sind erstmals von Müller’) 
untersucht worden. Derselbe destillierte das Filtrat einer 
gefaulten Hefeflüssigkeit mit einem Überschuß von Ca(OH), 
in Salzsäure hinein. Es resultierten salzsaure Verbindungen 
von NH, und Aminen. Hierauf wurde das NH, durch Platin- 
chlorwasserstoffsäure in Gestalt von (NH,),PtCl, entfernt und 
aus der Mutterlauge mittels Goldchlorid Trimethylamin, Amyl- 
amin, Äthylamin und Caprylamin abgeschieden. Indem er die 
Frage nach der Herkunft des Amylamins (und des Amyl- 
alkohols) stellt, beantwortet Müller dieselbe in folgender 
Weise: „Soweit meine gegenwärtigen Erfahrungen reichen, 
möchte ich antworten: aus Leucin!“ und schließt seine Mit- 
teilung mit dem Hinweis auf die Möglichkeit der Bildung 
von Amylalkohol bei der Gärung von Zucker aus dem 
Zerfall der Eiweißstoffe. 

Es ist demnach schon 50 Jahre vor dem Erscheinen der 
Arbeiten von F. Ehrlich durch Müller die Bildung von 
Amylalkohol aus Leucin ausgesprochen worden. О. Hesse‘) 
unterwarf die Fäulnisprodukte einer fraktionierten Destillation, 
untersuchte die Niederschläge der verschiedenen Fraktionen 


1) Bei der Autolyse verlaufen synthetische Prozesse; siehe Simon, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 65, 1911 und Palladin und Iwanoff, 
diese Zeitschr. 42, 325, 1912. 

*) Palladin und Iwanoff, diese Zeitschr. 42, 325, 1912. 

3) Müller, Fäulnisprodukte der Hefe. Journ. f. prakt. Chem. 70, 
65, 1857. 

‹) О. Hesse, Über Fäulnisprodukte der Bierhefe. Journ. f. prakt. 
Chem. 71, 471, 1857. 
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eingehend und bestätigte die Ergebnisse von Müller. Auf 
eine andere Seite des Fäulniszerfalls hat Ssadikow!) in einer 
kürzlich erschienenen Arbeit hingewiesen. Er vollführte den 
„biolytischen“ Zerfall von Gelatine durch Bakterien und schied 
eine Reihe flüchtiger Säuren und flüchtiger Basen, Methyl- 
amin, Äthylamin, Amylamin, ab. Er gelangte zu dem 
Schlusse, daß die Bildung von Aminen durch die obligatorische 
Anwesenheit lebender Bakterien bedingt sei. Nach Sterilisierung 
vermittels Filtrierens durch eine Tonplatte hört der Zerfall 
auf. Untätig blieben auch abgestorbene Bakterien aus alten 
Kulturen. Indessen gelang es C. Reuter", die Bildung von 
Amylamin bei der Autolyse von Steinpilzen in Gegenwart 
eines Antisepticums zu beobachten, so daß der Prozeß ein rein 
enzymatischer war. Bei der Vergärung von Aminosäuren durch 
lebende Hefe findet eine Abspaltung von NH, und CO, statt 
(siehe oben). Allein neben NH,, CO, und Alkohol der ent 
sprechenden Aminosäure erhält man auch Nebenprodukte.” So 
entsteht, wenn der Zwischenaldehyd, statt unter Bildung 
von Alkohol reduziert zu werden, oxydiert wird, Fettsäure 
(Isovaleriansäure aus Leucin nach F. Ehrlich). Bisweilen wird 
das Zwischenketon, anstatt unter Abspaltung von CO, reduziert 
zu werden, zu Alkoholsäuren (nach Neubauer und Frombherz) 
oxydiert. Die in meinen Versuchen bei der Hefeauto- 
Јуве sich bildenden Amine sind ebenfalls als Neben- 
produkte bei dem Zerfall von Aminosäuren anzu- 
sehen. 

Wenn aber der Zerfall der Aminosäuren bei der Autolyse 
von einer Desaminierung begleitet wird, so kann kein prin- 
zipieller Unterschied zwischen dem Zerfall von Aminosäuren 
durch lebende Hefe und von Aminosäuren des Eiweißes der 
Hefe selbst bestehen, wie dies bei der Autolyse der Fall ist. 
In lebender Hefe kann man ebensowenig Amine wie NH, be- 
obachten, da dieselben sofort zur Synthese des Eiweißes 
verwendet wurden. In abgetöteter Hefe läßt sich (bei der 
Autolyse) die Bildung von Aminen — als Nebenprodukt — er- 
klären, wenn statt der vorhergehenden Phase der Abscheidung 
von NH, eine Abspaltung von CO, vor sich geht. 


1) Ssadikow, diese Zeitschr. 41, 287, 1912. 
2) С. Reuter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 167, 1912. 
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Daß bei der Autolyse von Hefepräparaten tatsächlich 
kleine Mengen von Aminen auftreten, haben Neuberg und 
Kerb!), sowie Neuberg?) jüngst angeführt. 

Für die Versuche über die Autolyse nimmt man 1 kg 
Trockenhefe (Hefanol). Die Autolyse erfolgt in 41 destillierten 
Wassers in Anwesenheit von 50 ccm Toluol und 10 g NaF. 
Dauer 15 Tage bei 52°. Die Gefäße waren dicht mit Perga- 
mentpapier verschlossen und der Inhalt wurde täglich durchge- 
mischt. Ein großes Quantum des Antisepticums sowie die 
hohe Temperatur der Autolyse von 52° bildeten notwendige 
Bedingungen für völlige Sterilität des Versuches. Nach Be- 
endigung des Versuches wurden die Eiweiße durch Kupferoxyd- 
hydrat, die Albumosen und Peptone dagegen durch essigsaures 
Blei entfernt. 

Das Cu und Pb wurden aus dem Filtrat durch H,S ge- 
fällt. Das Filtrat wurde in zwei Hälften geteilt: Die erste 
Hälfte wurde durch Phosphorwolframsäure gefällt, um NH, 
und die Diaminosäuren abzutrennen; die zweite Hälfte wurde 
bis zur Trockene eingedampft. Die Phosphor-Wolfram-Verbin- 
dungen der ersten Portion wurden in schwefelsaure Verbin- 
dungen übergeführt und der N des Ammoniaks sowie der 
flüchtigen Basen, wie auch der N der Diaminosäuren be- 
stimmt; in der zweiten Portion dagegen wurde der gesamte N 
bestimmt. 

Auf 500 g Hefanol kamen demnach nachstehende Quanta 
N der Zerfallsprodukte: 


N des Ammoniaks nnd der flüchtigen Basen . 0,927 g 


N der Diaminssäuren .......... 5,442 
N der Aminosäuren . . . » 2.2.2... .18651g 


Zusammen ‚ 25,010 g 


1) С. Neuberg und J. Kerb, diese Zeitschr. 48, 498, 1912. 
Т) С. Neuberg, diese Zeitschr. 56, 501, 1913. 
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In 500 g Hefanol waren 36,66 g Eiweiß-N; demnach sind 
zerfallen 68,2°/,. 

Die schwefelsauren Verbindungen des NH,, der flüchtigen 
Basen und der Diaminosäuren wurden in ein großes Gefäß 
übergeführt, in welchem sich eine Lösung von Ba(OH), im Über- 
schuß befand; durch das Gefäß wurde vermittels einer Wasser- 
pumpe Luft hindurchgezogen; die durch den Luftstrom heraus- 
getriebenen flüchtigen Basen wurden in Pikrinsäurelösung auf- 
сеѓапреп 1). Nach 20 bis 24 Stunden andauerndem Durchsaugen 
von Luft wurden die Pikrate aus der Mutterlauge der Pikrin- 
säure auskrystallisiert. Nachdem denselben Salzsäure zur Ab- 
scheidung der Pikrinsäure hinzugefügt worden war, wurde letz- 
tere mehrfach mit Äther gewaschen. 

Alle Verbindungen wurden in Chloride übergeführt, die im 
Vakuumexsiccator über Natronkalk und Schwefelsäure getrocknet 
wurden. 

Die Abtrennung des NH,Cl von den Aminen wurde nach 
drei Methoden ausgeführt. Die erste, von Reuter ange- 
wandte Methode besteht in dem Auslaugen des МН,СІ durch 
absoluten Alkohol bis die Reaktion auf das Neßlersche 
Reagens aufhört; diese Methode ergab keine positiven Resul- 
tate, indem diese empfindliche Reaktion bis zum Ende 
anhielt. Die zweite Methode beruht auf dem verschiedenen 
Flüchtigkeitsgrad des NH, und der Amine, wenn deren Chloride 
allmählich „abgebunden“ werden, indem man etwas NaOH hin- 
zufügt. Endlich benutzte ich die schwere Löslichkeit von 
(NH, ),PtCl, im Verhältnis zu den Chloroplatinaten der übrigen 
Amine. Die Chloride wurden zuerst einer Auslaugung durch 
kochendes Chloroform unterworfen. In der Schale blieb von 
dem Extrakt nach dem Abdestillieren des Chloroforms ein An- 
flug zurück, der seinem Geruche nach mit (СН,), №) überein- 
stimmte; dieser Anflug wurde in dunkelbraunes Platinsalz über- 
geführt, das in Wasser löslich und in absolutem Alkohol fast 
unlöslich war. Diese beiden Eigenschaften des Platinsalzes im 
Zusammenhange mit der Eigenschaft des Chlorids, sich in 


1) Die Pikrinsäure gelangte zur Anwendung infolge des Hinweises 
von Reuter darauf, daß das Amylamin durch schwache Salzsäure nicht 
aufgenommen wird. | 

з) Der Geruch entstand nach Hinzufügung von NaOH. 
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Chloroform zu lösen und einen spezifischen Geruch auszuströmen, 
erlaubten es nur mit einem bestimmten Grade von Wahrschein- 
lichkeit auf die Anwesenheit von Trimethylamin zu schließen. 
Die mit Chloroform ausgewaschenen Chloride wurden nach ihrer 
Auflösung in Wasser mehrfach mit PtCl, gefällt. Nach einem 
jeden Hinzufügen wurden die Niederschläge abfiltriert. Die 
ersten Portionen ergaben ausschließlich (NH,),PtCl,. Nachdem 
das Hinzufügen von PtCl, keine Fällung mehr hervorrief, wurde 
die Portion einer langsamen Krystallisierung unterworfen. An 
der Oberfläche der Lösung fielen glänzende Plättchen aus. 
Dieselben wurden gesammelt, ausgewaschen und das Quantum 
Pt bestimmt. (NH,),PtCl, ergibt 43,91°/, Pt. 
Die Analysen ergaben nachstehende Resultate: 


І 60,5 mg ergaben 25,8 mg Pt, oder 42,649/, 

II 70,4 » ” 30,0 » » n 42,610! 

III 64,9 » n 270 n n» э 41,58°/, 
endlich in der letzten Fraktion 

IV 32,1 mg ergaben 12,5 mg Pt, oder 38,94°/, 


Je mehr die Chloroplatinate von (NH,),PtÜl, gereinigt 
wurden, um so geringer war das von ihnen ergebene Quantum 
von Pt, das sie den Chloroplatinaten der Amine näher rückt. 

Es ist mir offenbar nicht gelungen die Verbindungen von 
der Anwesenheit von (NH,),PtCl, zu befreien, doch kann man 
mit Sicherheit von einer Anwesenheit von Chloroplatinaten 
der Amine reden, die einen geringeren Prozentsatz von Pt 
enthalten. 

Die Analyse IV ergibt 38,94°/, Pt, was 38,7°/, Pt nahe 
kommt, und dies ist berechnet für 


(C,H,„N),H,PtCl, + (NH, ),PtCl, , 


d. h. für das Chloroplatinat von Amylamin und NH, in äqui- 
molekulären Quantitäten genommen. Haben wir es nun hier 
mit einer Mischung oder mit einer komplexen Verbindung zu 
tun? Die Annahme der zweiten Voraussetzung erscheint mög- 
lich, indem es Hesse!) gelungen ist, aus faulender Hefe „Mono- 
amylammoniumchlorid“ abzutrennen, d. h. ebenfalls eine kom- 
plexe Verbindung von Radikalen von NH, und Amylamin. 


1) loc. oit. 
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Die Ergebnisse der Analyse!) sprechen demnach für die An- 
wesenheit von Amylamin, das offenbar überwiegt, was durchaus 
verständlich ist, wenn man sich seines genetischen Zusammen - 
hanges mit dem Leucin erinnert. 

Bei der Hefeautolyse ergeben sich demnach als 
Nebenprodukte des Zerfalles der Aminosäuren Amine; 
meine Versuche betreffs Anwesenheit von Amylamin 
(bzw. Isoamylamin) weisen mit einer gewissen Wahr- 
scheinlichkeit auch auf die Anwesenheit von Tri- 
methylamin hin. 





1) Es wurde von mir in den erhaltenen nicht gereinigten Chloriden 
das Cl als AgCl bestimmt: | 


0,1584 g Chlorid ergaben 0,09991 g Cl, d. h. 63,0709/,, 
NH,CI ergibt 66,28°/, Cl. 


Alle Amine ergeben einen geringeren Prozentsatz an С]. 


Beiträge zur Kenntnis der Anthocyane. Über künstliches 
Anthocyan. 


Von 
M. Tswett. 
(Aus dem Botanischen Institut des Polytechnikums in Warschau.) 


(Eingegangen am 16. November 1913.) 


Erkenntnistheoretisches. 


Es ist eine natürliche Neigung unseres Geistes, allem Ge- 
färbten eine besondere Aufmerksamkeit zu schenken, und die 
gefärbten Substanzen in der lebendigen Natur ohne weiteres 
vom Standpunkte der Finalität erklären zu wollen. Aus diesem 
Grunde erwachsen manche Scheinprobleme Es liegt ja kein 
Grund vor, einer Substanz, nur weil sie für das menschliche Auge 
tingiert erscheint, besondere physiologische oder ökologische 
Funktionen zu vindizieren. Objektiv betrachtet, ist ja eine 
jede Substanz „gefärbt“, Eiweiß, Zucker und Wasser ebenso 
gut wie Anthocyan oder Chlorophyll; nur fallen die stärksten 
Absorptionen für strahlende Energie in andere Gebiete der 
Wellenlängeskala. Ob nun die nie fehlende „Färbung“ zweck- 
mäßig, d.h. ob sie für das Erhalten des Lebewesens notwendig 
oder förderlich ist, soll in jedem Falle empirisch erschlossen 
werden. An und für sich bedeutet also die subjektive Färbung 
gar nichts. 

Diese Betrachtungen finden besonders ihre Anwendung 
auf dem Gebiete der Anthocyanfarbstoffe, die vielleicht in den 
meisten Fällen nur als zufällig gefärbte Stoffwechselprodukte 
anzusehen sind. 

Gewiß können Blüten- und Fruchtfarbstoffe zuweilen öko- 


logische Bedeutung haben, indem sie das Auge der Tiere affi- 
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zieren. Andererseits müssen auch Farbstoffe in belichteten 
Organen notwendig thermogen wirken, es ist aber bisher wohl 
in keinem Falle bewiesen worden, daB der gewonnene Tem- 
peraturzuschuß für das Gedeihen der betreffenden Pflanze not- 
wendig oder vom Standpunkte der natürlichen Zuchtwahl 
ausschlaggebend seit). 

Man wird also in vielen Fällen auf eine finale Erklärung 
der Anthocyane verzichten müssen und desto mehr auf die 
kausale fahnden. Chemische Erforschung ist die Voraussetzung. 
In der enorm angeschwollenen Literatur?) ist die chemische 
Natur der Anthocyane mehrfach erörtert worden, größtenteils 
aber auf Grund von indirekten Hinweisen, wie Einfluß ver- 
schiedener Stoffe auf Anthocyanbildung in den Pflanzen?), 
Natur der begleitenden Substanzen usw. 


Erst in neuester Zeit hat eine regelrechte chemische Erforschung 
eingesetzt. Namentlich ist es У. Сгаѓе*) gelungen, aus Pelargonium- 
blüten anscheinend unversehrte Anthooyane in präparativer Menge 
(10 bis 15 g) darzustellen und deren Zusammensetzung, Molekulargewicht 
und sogar einige chemische Funktionen (Hydroxyle, Carboxyle, Carbo- 
nyle) zu bestimmen, 

Man wird auch die Stoffe aus den Pflanzen zu isolieren streben, 
aus denen Anthocyane entstehen, und die künstliche Verwandlung dieser 
„Chromogene“ in für unser Auge gefärbte Stoffe in vitro zu erzielen 
versuchen. Einige Beobachtungen in letztgenannter Richtung liegen 
schon in der Literatur vor. Andere, von mir gemachte Erfahrungen 
will ich unten mitteilen, da sie mir einer weiteren Bearbeitung wert 
erscheinen. 


Vorliegende Beobachtungen über künstliche Anthocyane. 


Laborde) erwärmte grüne Weintrauben in 2°/,iger Salzsäure bei 
120° (im Autoklaven) und erhielt nach 30 Minuten eine weinrote Flüssig- 


1) Vgl. Е. Stahl, Ann. de Jardin Bot. de Buitenzorg 18, 137, 1896. 

2) Neueste Zusammenstellungen: L. Buscalioni е Gino Pol- 
lacci, Atti dell Ist. Bot. Univ. di Pavia 8, 1903. — Otto Gertz, 
Studien öfver Anthocyan. Lund 1906. — Czapek, Biochemie der 
Pflanzen. 

з) Siehe 2. В. die neuerlichen interessanten Versuche von Adam 
Czartkowski, Sitzungsber. d. Warschauer Ges. а. Wissensch. 4, 
23, 1911. 

4) Victor Grafe, Sitzungsber. а. Wien. Akad. Matbem.-naturw. Kl. 
120, 765, 1911. 

5) Ј. Laborde, Compt. rend. 146, 1411, 1908, 
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keit. Die Färbung wurde grün durch КОН, rot beim Ansäuern; der 
Farbstoff verband sich mit gewissen Metalloxyden. Als Chromogen 
werden Tannoide (Önotannin) angenommen. Tannoide aus Hopfen, 
Pflaumen- und Kirschbäumen, aus wildem Wein, nicht aber aus Eiche 
reagierten ebenso. Lösungen dieser Tannoide, mit 2°/, KOH versetzt, 
werden beim Aufkochen ebenfalls weinrot. Die chromogenen Substanzen 
der Weintrauben sind teilweise in Alkohol löslich, teilweise unlöslich, 
beim Reifen wird der unlösliche Anteil geringer, der andere größer !). 
Gallotannin in Wasser mit Formol und Salzsäure gelöst, gibt bei 
längerem Stehen in der Kälte rote alkohollösliche Substanzen®). Salz- 
säure und Formol scheinen dabei katalytisch zu wirken. Entstandener 
Farbstoff wird durch Ammoniak graublau. 

Malvezin’) beobachtete, daß grüne Traubenkerne roter Trauben 
bei längerem (17 Std.) Erwärmen in destilliertem Wasser bei 85° eine 
gelbe Flüssigkeit liefern, die später, Luftzutritt vorausgesetzt, wein- 
rot wird. 

Endlich hat Dezani‘) gefunden, daß alkoholische Extrakte aus 
getrockneten weißen Weintrauben mit 4°/, HCl (oder auch NaOH) er- 
wärmt in wenigen Minuten eine rote („rossa“) Färbung annehmen. Die 
Chromogene sind nicht durch Bleiacetat fällbar. 

Ein näherer Vergleich der erbaltenen Farbstoffe mit natürlichen 
Anthocyanen fehlt bei Dezani wie bei den französischen Vorgängern. 

Zu erwähnen sind hier noch Beobachtungen von Kunz-Krause?°), 
der bei Erwärmen von Tannoiden mit verdünnter Schwefelsäure rote 
phlobaphenartige Farbstoffe erhielt, die als Deshydrationsprodukte von 
aromatischen Oxysäuren betrachtet werden. 


Eigene Untersuchungen. 
Versuche mit Äpfeln. 


Es wurden mehrere nicht näher bestimmte Sorten ver- 
wendet, alle mit gleichem Resultate; ebenso getrocknete 
Handelsware. 

Läßt man zerschnittene Äpfel, Hautgewebe oder Frucht- 
fleisch, in einem Gemisch von 4 bis 5 Volumenteilen abs. Alkohol 


1) Ibid. 147, 753, 1908. 

2) Ibid. 147, 993, 1908. 

3) Ph. Malvezin, Compt. rend. 147, 384, 1908. 

4) Serafino Dezani, Stazioni sperimentali agrarie italiane 48, 
428, 1910. 

5) Hermann Kunz-Krause, Schweiz. Wochenschr. f. Chem. u. 
Pharmakol. 86, 424, 1898; zit. nach dem Chem. Centralbl, 69, 945, 1898 
und 70, 559, 1899. 
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und 1 Teil konz. Salzsäure!) einige Tage bei Zimmertemperatur 
liegen, so wird die Flüssigkeit intensiv rot (Farbe gleicht etwa 
Nr. 56 des С. C.)?. Beim Erwärmen auf freier Flamme tritt 
die Pigmentbildung fast momentan auf; die Flüssigkeit wird 
zuerst gelb, dann orangegelb und endlich bräunlichrot. Treber 
färben sich gleichfalls. Oxydationsmöglichkeiten vollständig 
auszuschließen ist mir nicht geglückt, und über etwaige Mit- 
wirkung des Sauerstofifs kann ich kein kategorisches Urteil 
fällen. 

Anders gestalten sich die chemischen Geschehnisse, wenn 
man zur Extraktionsflüssigkeit Formol oder Acetaldehyd (5 bis 
10°/,) zusetzt. 

Die Färbung des Dekoktes tritt dann etwas langsamer 
auf; sie ist aber gleich anfangs rosenrot, und man bekommt 
nach einigen Minuten eine prächtige intensiv violettrote 
(Nr. 581 der C. C.), anthocyanähnliche Lösung. Die Treber färben 
sich in gleicher Weise; durch Alkohol lassen sie sich nicht 
vollständig entfärben. 

Der erhaltene Farbstoff hat, wie unten mitgeteilt wird, 
einige optische und chemische Ähnlichkeit mit natürlichen 
Anthocyanen. Suchen wir daher zu ermitteln, welche Rolle bei 
seiner Entstehung dem Alkohol, der Säure und dem Aldehyd 
zukommt. 

Es wurde versucht, Salzsäure durch andere Säuren zu er- 
setzen. Weder Weinsäure, Essigsäure, Oxalsäure noch die 
stärker dissoziierte Ameisensäure konnten die geringste rote 
Färbung hervorrufen, beim Erwärmen wie in der Kälte Ein 
mit Äpfelschnitzeln versetztes Gemisch von 16 Volumenteilen 
abs. Alkohol und 9 Teilen Eisessig weist heute, nach 11'/, Mo- 
naten, dieselbe grünlich-gelbe Farbe auf, die es in den ersten Tagen 
hatte. Phosphorsäure hatte auch keine Wirkung. Schwefelsäure 
dagegen (40vol.-°/,ige Säure) wirkt qualitativ wie Salzsäure. 
Mit gleichem Erfolg kann man ein Gemisch von 10 Volumen- 
teilen abs. Alkohol und 1 Teil konz. Schwefelsäure anwenden. 


1) Es ist dies das von Mangin zur Maceration parenchymatischer Ge- 
webe empfohlene Gemisch. Die angegebene Konzentration ist auch zur 
reichlichen Pigmentbildung die förderlichste. Auf 10 р der Äpfelschnitzel 
nehme man e, B. etwa 40 bis 50 ccm des Säuregemisches. 

) Klincksieck et Valette, Code des Couleurs. Paris 1908. 
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Pigmentbildung im Extrakte tritt ebenfalls auf, wenn man 
anstatt Alkohol andere mit Salzsäure versetzte Solvenzien an- 
wendet: Methylalkohol, Formol, Acetaldehyd, Glycerin, Essig- 
säure!). Formol- und Aldehydextrakte färben sich dabei rosen- 
rot, Methanol, Glycerin und Essigsäure liefern orangerote Ab- 
воде. Bei längerem Kochen von Äpfeln in angesäuertem (20°/,) 
Wasser färbt sich die Flüssigkeit schwach rötlich, dann bräun- 
lich; die Treber färben sich endlich braun. 

Wir sehen also, daß Formaldehyd und Acetaldehyd die Natur 
des durch Säurewirkung entstehenden Farbstoffes (oder Farb- 
stoffgemisches?) beeinflussen. Bei Aldehydgegenwart bekommt 
man einen violettrot tingierten Farbstoff, sonst — einen orangc- 
roten oder braunroten. Spezielle Versuche lehrten, daß nach- 
träglicher Aldehydzusatz zum bereits rotgefärbten Dekokt oder 
Infus keine Wirkung hat. Fügt man aber den Aldehyd wäh- 
rend der ersten Phase hinzu, wenn die Flüssigkeit orangegelb 
geworden ist, so verblaßt die Färbung zunächst und verwandelt 
sich dann allmählich in violettrot. 

Es entsteht die Frage, ob die Aldehyde nicht als Reduk- 
tionsmittel wirken, indem sie die Oxydation von chromogenen 
Substanzen in braunrote verhindern und die durch hydroly- 
tische Wirkung der Säure augenscheinlich zustandekommende 
Farbstoffbildung rein auftreten lassen. Um diese Frage zu prüfen, 
versuchte ich, die erwähnten Aldehyde durch andere redu- 
zierende Stoffe zu ersetzen: Ameisensäure, Tannin, Glucose, 
schweflige Säure. Die Versuche blieben aber erfolglos. Benz- 
aldehyd hatte aber ebenfalls keine Wirkung. 

Darstellung des künstlichen Anthocyans. Der Farb- 
stoff (oder die Farbstoffe) habe ich bisher nicht in nachweis- 
bar reinem und homogenem Zustand erhalten. Meine zur Ab- 
trennung der Chlorophylifarbstoffe so leistungsfähige chromato- 
graphische Adsorptionsanalyse?) läßt sich hier nicht anwenden, 
da der Farbstoff in passenden Solvenzien (Kohlenwasserstoffe, CS,) 
nicht löslich ist. Folgende Wege habe ich zur Abscheidung des 
Anthocyans in substantia eingeschlagen. 


1) Aceton ist untauglich: für sich allein mit Salzsäure vermischt, 
färbt es sich langsam rosenrot. 

2) M. Tswett, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 24, 384, 1906. Siehe 
auch in Abderhaldens „Biochem. Arbeitsmethoden“ 6, 100, 1912. 
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Wird die saure alkoholische rohe Lösung mit viel Wasser 
(3 bis 4 Volumteilen) versetzt, so fällt der Farbstoff feinflockig 
aus und kann auf der Nutsche mittels gewöhnlichen Filtrier- 
papieres abgesaugt werden. Der rote Rückstand mit Wasser 
ausgewaschen und mit abs. Alkohol behandelt, gibt eine 
violettrote Lösung. Wird er aber zuerst im Exsiccator ge- 
trocknet, so bekommt man eine gelbliche alkoholische Lösung, 
die mit НСІ versetzt schön violettrot wird. 

Besser gestaltet sich folgende Methode. Die rote saure 
Lösung wird mit Kreide oder mit gepulverter kryst. Soda 
neutralisiert und unter Wasserzusatz im Scheidetrichter mit 
Äiher ausgeschüttelt. Der größte Teil des Farbstoffes geht 
dabei in den Äther über. Die wässerige Phase wird abgelassen 
und die ätherische mehrmals mit dest. Wasser ausgewaschen, 
wobei das Anthocyan in groben violetten Flocken an der 
unteren Grenze ausgefällt wird. Es ist leicht auf dem 
Filter aufzufangen, wobei im Filtrat Derivate der Chloro- 
phylifarbstoffe und aus den Äpfeln stammende Lipoide ver- 
bleiben. Die Flocken lösen sich in Alkohol mit gelblicher 
(schmutzig-violetter) Farbe, die durch Säurezusatz wieder rot- 
violett wird. 

Eigenschaften des künstlichen Anthocyans. Aus 
vorstehendem ist ersichtlich, daß unser künstliches Anthocyan 
in Wasser und Äther unlöslich ist, löslich dagegen in Alkohol’). 
In Alkohol gelöst, verfärbt es sich allmählich, wie manche 
natürliche Anthocyane es tun; Säurezusatz (НСІ, H,SO,, Essig- 
säure) stellen die violettrote Farbe wieder her*). Die rote Lösung, 
vorsichtig mit verdünnter Kalilauge versetzt, wird zuerst blau 
(graublau) und dann leuchtend grün. Säure regeneriert die 
Farbe. Durch Essigsäure rot gemachte alkoholische Lösung 
wird momentan durch frisch bereitete Natriumbisulfit-Lösung, 
auch durch Phenylhydrazin, entfärbt; Zusatz von HCl oder 
H,SO, stellt die rote Farbe wieder her. 

Genau dasselbe Verhalten haben die natürlichen Anthocyane 


1) Ob der in den Trebern verbleibende Anteil des Farbstoffes eine 
unlösliche Abart ist, habe ich nicht näher verfolgt. 

*) Die alkoholische Lösung des künstlichen Anthocyans ist sehr 
unbeständig. Bei längerem Stehen erweist sich die Verfärbung als 
irreversibel. 
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der rotschaligen Äpfel, des Rotkohls oder die von Grafe che- 
misch definierten Farbstoffe aus Pelargoniumblüten. Wegen 
dieses auffälligen Farbenwechsels könnten Anthocyane, natür- 
liche und künstliche, geradezu als „vegetabilisches Chamäleon“ 
bezeichnet werden. Mit Bleiacetatlösung versetzt, gibt die 
alkoholische Lösung des künstlichen Anthocyans einen blauen 
Niederschlag, gleichwie zahlreiche natürliche Anthocyane. 

Da in Pelargonium-Anthocyanen Grafe bereits das 
Vorhandensein von Carbonylgruppen festgestellt hat, die, kon- 
jugierte Lage vorausgesetzt, als die Chromophore dieser Sub- 
stanzen aufgefaßt werden dürfen!), so ist anzunehmen, daß 
auch unser künstliches Anthocyan seine Farbe konjugierten, 
eventuell durch auxochrome Salzbildung am Carboxyl unter- 
stützten Carbonylen verdankt. 

Auch in spektroskopischer Hinsicht zeigt sich unser künst- 
licher Farbstoff natürlichen Anthocyanen sehr ähnlich. Diese 
letzteren werden bekanntlich durch 1 oder 2 ungefähr in der 
Mitte des sichtbaren Spektrums gelegene Absorptionsbänder 
gekennzeichnet?). Ein solches hat bereits Kraus in lebender 
Epidermis von rotschaligen Äpfeln beobachtet 8). 

Um das natürliche Anthocyan der rotschaligen Äpfel in 
Lösung zu bekommen, zerreibe ich die Schalen mit feinem 
Quarzsand und erwärme in mit 5°/, Essigsäure versetzten 
abs. Alkohol. Die violettrote Lösung, mit KOH versetzt, wird 
graublau und grün. Trennt man beigemischte Chlorophylispuren 
durch Ausschütteln mit Chloroform, so wird die Lösung unter 
NaHSO,-Zusatz vollständig farblos. 

Die rote Lösung zeigte bei mittlerer Konzentration ein 
bei 530 bis 570 ии gelegenes Absorptionsband und eine etwa 
bei 450 einsetzende Endabsorption‘). 

Die künstliche saure Anthocyanlösung zeigte dagegen bei 


1) Vgl. z.B. Hugo Kaufmann, Die Valenzlehre. Stuttgart 1911. 
S. 445 bis 449. 

1) Vgl. z.B. die Zusammenstellung bei Kayser, Handb. d Spek- 
troskopie. 

з) Gregor Kraus, Zur Kenntnis der Chlorophylifarbstoffe, 1872, 
S. 15. 

*) Methode der spektralen Untersuchung. Ber. d. Deutsch. botan. 
Сев. 25, 137, 1907. 
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mittlerer Konzentration ein bei 540 bis 580 liegendes Band 
und Endabsorption von 430 an. 

Eine mittels Wasserfällung (siehe oben) gewonnene Lösung 
zeigte folgendes spektroskopische Verhalten. 


Konzentration. 

Т Ze 4z 
Hauptband 590 bis 530 590 bis 520 | 
Endabsorption von 420 von 420 | 610 bis 400 


KOH-Zusatz wirkt bathochrom: Hauptband der blauen 
Lösung bei 610 bis 580. 

Es erweist sich also künstliches Апіћосуар mit natürlichem 
nahe verwandt. Abweichend sind die Löslichkeitsverhältnisse. 
Künstliches Anthocyan ist in Wasser unlöslich und läßt sich 
aus der mit Wasser verdünnten alkoholischen Lösung in Äther 
überführen. Natürliches Anthocyan — untersucht habe ich das- 
jenige des Rotkohls — läßt sich aber nicht in Äther überführen, 
selbst wenn es 4 Tage lang mit der alkoholischen Salzsäure vor- 
behandelt worden ist. Ebenso verhielt sich das während der 
Weingärung entstehende Önocyanin des roten Weines. 

Die Mutterstoffe des künstlichen Anthocyans. 
Aus oben Mitgeteiltem läßt sich folgern, daß in Äpfeln gewisse 
Stoffe vorkommen, die, in Lösung gebracht, durch starke 
Mineralsäure in sichtbar gefärbte, unter Umständen anthocyan- 
ähnliche Stoffe verwandelt werden. In der Tat sind diese 
„Chromogene“!) in Alkohol wenigstens zum Teile löslich. 

Es wurden 270 g zerkleinerte Äpfel in 400 ccm abs. Alkohol 
bei Zimmertemperatur liegen lassen. Nach 4 Tagen war die 
abfiltrierte Flüssigkeit hellgelb und wurde beim Erwärmen mit 
HCl rot. In einem anderen Versuch wurden 180 g Äpfel- 
schnitzel (Epidermis abgeschält) in 600 сеш Alkohol 1!/, Std. 
lang am Rückflußkühler gekocht. Abfiltriertes Dekokt war 
gelblich, mit Spuren roter Fluorescenz?); mit НСІ und Aldehyd 


1) Man lasse sich nur nicht verleiten, aus diesem Worte „Chro- 
mogen“ physiologische idola zu schaffen und sofort den entsprechenden 
Stoffen funktionelle Bedeutung zuzuschreiben. Alle Pflanzenstoffe dürften 
unter Umständen als Chromogene fungieren können. 

2) Mittels Tswetts Luminoskop festgestellt (Zeitschr. f. physik. 
Chem. 86, 450, 1901). 
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(10°/,) erwärmt, färbte es sich rot; mit Aldehyd und HCl in 
der Kälte behandelt, wurde es nach 2 Tagen violettrot. 

Ein Absud der Äpfel in mit 10°/, Aldehyd versetztem 
Alkohol war von gelblicher Farbe und wurde beim Erwärmen 
mit 20°/, konz. Salzsäure violettrot. 

In Äther und Chloroform sind die chromogenen Stoffe der 
Äpfel nicht löslich. Äpfelschnitzel wurden bei 48° getrocknet, 
mit feinem Quarzsand im Mörser zerrieben und in 3 Portionen 
verteilt, die resp. mit Alkohol, Äther und Chloroform über- 
gossen wurden. Die erste Portion wurde erwärmt; der 
Extrakt, mit HCl aufgekocht, wurde rot. Von den beiden 
anderen Portionen wurde nach 24 Stunden die gelbe Flüssigkeit 
abfiltriert, auf dem Wasserbade abgedampft und der Rückstand 
in alkoholischer Salzsäure gelöst und erwärmt: es trat keine 
Spur einer Rötung auf. 

Die Chromogene des künstlichen Anthocyans sind auch 
ein wenig in Wasser löslich, augenscheinlich kolloidal. Ge- 
schälte Äpfel wurden 15 Minuten in dest. Wasser gekocht und 
das Dekokt zweimal durch 8. S. Filtrierpapier Nr. 585 filtriert. 
Das Filtrat war opalescierend, beinahe farblos. Abgedampft gab 
es einen gelblichen Rückstand, der, mit alkoholischer Salzsäure 
erwärmt, eine braunrote Lösung lieferte, während unter Alde- 
hydzusatz eine schwach rosenrote Färbung entstand. Eine 
andere Portion des Filtrates wurde mit Eiweiß versetzt und 
bei 120° zur Koagulation gebracht. Die vom Koagulum ab- 
filtrierte Flüssigkeit war augenscheinlich nicht trüb, erwies 
sich aber im Luminoskop als optisch nicht leer. Abgedampft 
lieferte sie einen gelblichen Rückstand, der, mit alkoholischer 
Salzsäure unter Aldehydzusatz erwärmt, eine gelbbraune, nicht 
rote Lösung gab. Das Koagulum dagegen, mit Alkohol be- 
handelt, lieferte einen sich mit НСІ und Aldehyd violettrot 
färbenden Extrakt. Die Muttersubstanz des künstlichen An- 
thocyans wird also aus der wässerigen Lösung durch Eiweiß 
niedergeschlagen, etwa wie es viele Tannoide tun?). 


1) Äpfel enthalten im Mittel etwa 0,3°/, Tannoide (Wehmer, Die 
Pflanzenstoffe, 1911, 279). 
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Versuche mit verschiedenartigen Objekten. 


Gleich wie Äpfel lassen andere Pflanzenobjekte unter Ein- 
fluß der alkoholischen, aldehydhaltigen Salzsäure anthocyan- 
ähnliche Farbstoffe im Extrakt und im Gewebe auftreten, die 
ich aber nicht näher studiert habe. Es wurden mit positivem 
Erfolg Birnen, weiße Weintrauben, Bananen, Fleisch von roten 
Weintrauben, weiße Kronenblätter von Rosen und Cyclamen 
untersucht. Merkwürdigerweise gaben Birnen, wenn sie mehrere 
Tage bei Zimmertemperatur im Salzsäuregemisch lagen, auch 
ohne Aldehydzusatz einen violettroten Extrakt, sowie gleiche 
Färbung der Treber. Vielleicht deutet dies auf das Vor- 
handensein eines Aldehyds in Birnen hin. Bei mehrtägigem 
Verweilen in aldehydhaltiger alkoholischer Salzsäure färbten 
sich die Kronenblätter von Rosen und Cyclamen intensiv 
violettrot. 

Dagegen wurde Anthocyanbildung vermißt in Versuchen 
mit folgenden Objekten: Blätter des Weißkohls, Mesophyll des 
Rotkohls, Pelargonium blätter, Mandarinenschale, Kronenblätter 
von weißen Nelken, weiße, aus Knospen entnommene Kronen- 
blätter roter Nelken, Maiglöckchenblüten, Karotten, Kartoffeln, 
Kohlrabi, Gerstenkeimlinge. 

Es wird gewiß von Interesse sein, die Wirkung der alde- 
hydhaltigen alkoholischen Salzsäure auf eine größere Reihe 
von Objekten und Pflanzen in systematischer Weise auszudehnen. 
Voraussichtlich wird sich eine gewisse Parallelität zwischen dem 
Vermögen zur künstlichen Anthocyanerzeugung und der Fähig- 
keit, unter normalen oder anormalen!) Bedingungen natürliches 
Anthocyan zu bilden, herausstellen. Höchstwahrscheinlich ent- 
stehen die natürlichen und unsere künstlichen Anthocyane aus 
denselben Stammstoffen. 


Zusammenfassung. 


In Äpfeln sowie in einigen anderen Objekten sind alkohol- 
lösliche, vielleicht tannoide Stoffe vorhanden, die durch starke 
Mineralsäuren in Gegenwart von Formaldehyd oder Acetaldehyd 


1) Vgl. die oben erwähnten Versuche von A. Czartkowski über 
physiologische, durch Phloroglucin hervorgerufene Anthocoyanbildung. 
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in einen anthocyanähnlichen Farbstoff verwandelt werden. Dieser 
künstliche Farbstoff stimmt mit natürlichen Anthocyanen nicht 
nur in seinem spektralen Verhalten, sondern auch im chemi- 
schen überein. Durch Alkali und Säure erfährt er dieselben 
Farbenänderungen und wird durch dieselben Aldehydindicatoren 
entfärbt (NaHSO,, Phenylhydrazin), verdankt also seine Farbe 
denselben chromophoren Carbonylgruppen!). 


1) Eine etwas abweichende Auffassung der Anthocyanenchromophore 
findet sich in Willstätters soeben erschienener Arbeit (Annal. d. Chem. 
401, 199), die ich leider nicht mehr berücksichtigen konnte. 


Über den Mechanismus einiger experimenteller Нурег- 
glykämieformen bei Kaninchen. 


Von 


Ivar Bang. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universität Lund.) 


(Eingegangen am 17. November 1913.) 


Betreff der Klassifikation der experimentellen Ghicosurien, 
die durch eine Hyperglykämie bedingt sind, kann man mit 
Pollak!) solche Formen, die durch eine Adrenalinanämie bedingt 
sind, von der alimentären Hyperglykämieglucosurie sowie von 
der nach Aderlaß und Pankreasexstirpation unterscheiden, 
da die letztgenannten auch nach Nebennierenexstirpation auf- 
treten. 

Die von einer Adrenalinanämie bedingten Formen — Hyper- 
glykämie nach sensibler Nervenreizung (Vaguserregung), nach 
Pigüre, nach Asphyxie und nach Vergiftungen mit Coffein, 
Strychnin, Narkotica usw. — sind nach Pollak hauptsächlich 
durch eine zentrale Sympathicuserregung zustande gekommen. 
Die Sympathicuserregung pflanzt sich auf die Nebennieren 
fort, die nun Adrenalin zum Blut absondern, und das 
Adrenalin regt schließlich vom Blute aus die Leberzellen zur 
Zuckerproduktion an. 

Ist also der Mechanismus dieser Hyperglykämieformen 
prinzipiell aufgeklärt worden (allerdings lassen sich verschie- 
dene Einwände dagegen anführen, die noch nicht geklärt wor- 
den sind), so sind wir in der letzten Zeit auf ein Verhältnis auf- 
merksam geworden, das die Schlußfolgerungen der ganzen bis- 


1) Pollak, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 61, 157, 1909. 
Vgl. auch Bang, Der Blutzucker. Wiesbaden 1913. 
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herigen Forschung über experimentelle Hyperglykämie unsicher 
machen muß: die psychische Erregung des Versuchstieres kann 
an sich eine Hyperglykämie bedingen, deren Mechanismus eben- 
falls in einer zentralen Sympathicuserregung besteht. Trotzdem 
diese Fehlerquelle bei Katzen schon lange bekannt ist (Böhm 
und Hoffmann), ist diese Möglichkeit bei Versuchen an Kanin- 
chen erst in der letzten Zeit berücksichtigt worden [Jacobsen'), 
Stenström und Vert", Hirsch und Reinbach?), Loewy 
und Rosenberg‘), Bang?°)], und zwar mit dem Ergebnis, daß 
schon das Aufbinden des Versuchstieres und noch mehr eine 
Operation ein beträchtliches Steigen des Blutzuckergehaltes be- 
dingen kann. Da diese Eventualität vorher nicht berücksichtigt 
worden war, ist es unmöglich, darüber zu entscheiden, in- 
wieweit z. B. die Nervenreizung als solche oder die begleitende 
psychische Erregung für die folgende Hyperglykämie verant- 
wortlich ist. 

Nun läßt sich allerdings erwiedern, daß für solche Fälle, wo 
keine operativen Eingriffe gemacht worden sind — vor allem 
bei Vergiftungsversuchen —, die folgende Hyperglykämie- 
Glucosurie doch beweisend ist. Diese Folgerung ist aber keineswegs 
richtig. Daß eine Glucosurie allein nicht beweisend ist, geht schon aus 
der Tatsache hervor, daß die Nieren direkt durchlässig für Zucker 
ohne Steigerung des Blutzuckergehaltes gemacht werden können. 
Dies scheint tatsächlich bei der Kohlensäurevergiftung der Fall 
zu sein (Bang und Stenström). Auf der anderen Seite können 
die Folgen der Vergiftung eine psychische Erregung der Tiere 
bewirken, z. B. bei Diuretinvergiftung der Schmerz, bei Asphyxie 
die Todesangst. Tatsächlich fanden Bang und Stenström 
für sämtliche Formen von Asphyxie absolut keine Steigerung 
des Blutzuckergehaltes, wenn die Asphyxie langsam und vor- 
sichtig ausgeführt wurde. Die Tiere, die sich ganz ruhig ver- 
hielten, konnten bis zum Tode vergiftet werden, ohne daß die 
geringste Hyperglykämie nachzuweisen war. Wurden aber die 
Tiere schnell asphyktisch gemacht, so trat eine starke Erregung 


1) Jacobsen, diese Zeitschr. 51, 443, 1913. 

*) Bang und Stenström, ebenda 50, 449, 1913. 

3) Hirsch und Reinbach, Zeitschr. f. physiol. Chem. 84, 122, 1913. 
) Loewy und Rosenberg, diese Zeitschr. 56, 114, 1913. 

5) Bang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 44, 1913. 
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ein, und die Steigerung des Blutzuckergehaltes wurde konstant 
gefunden. Aus ihren Versuchen zogen die Verfasser die Folge- 
rung, daß die asphyktische Hyperglykämie-Glucosurie bei Kanin- 
chen nicht existiert. Eine große und als wichtig angesehene 
Gruppe der Hyperglykämieformen wäre damit ausrangiert, wenn 
andere Tiere sich übereinstimmend verhalten. Es fragt sich dann, 
inwieweit die übrigen von Adrenalin bedingten Formen von 
Hyperglykämie als solche existieren oder nur von der beglei- 
tenden psychischen Erregung bedingt sind. Hierüber wird die 
folgende Arbeit berichten. Die Aderlaßhyperglykämie, die, wie 
erwähnt, nicht zu diesen Formen gerechnet worden ist, ist eben- 
falls untersucht worden. 


I. 


Die prinzipielle Aufgabe der Untersuchung muß darin be- 
stehen, die psychische Erregung des Versuchstieres auszu- 
schließen. Und das souveräne Mittel muß die Narkose bilden, 
denn an narkotisierten Tieren ist jede psychische Erregung aus- 
geschlossen. Hierbei kommen aber zwei Momente in Betracht. 
Erstens verhalten sich die Tiere bei angehender Narkotisierung 
keineswegs indifferent. Im Gegenteil bedingt die Inspiration 
von flüchtigen Narkotica schon an sich eine starke Erregung, 
wozu kommt, daß die Tiere zur Narkose gefesselt werden 
müssen. (Nach Hirsch und Reinbach bedingt die Äther- 
narkose keine stärkere Erregung als die Fesselung selbst.) 

Infolgedessen müssen die Tiere unbemerkt narkotisiert 
werden, am besten dadurch, daß das Narkoticum als indifferente 
Lösung subcutan einverleibt wird. Solche Versuche sind von 
Jacobsen (l. с.) mit Chloral und von af Klercker!), Hirsch 
und Reinbach mit Morphin ausgeführt mit dem Erfolg, daß 
der Blutzucker oft merklich ansteigt. In Versuchen von Hirsch 
und Reinbach mit Äther, wo keine psychische Hyperglykämie 
eingetreten war (diese Hyperglykämie setzt immer schnell ein), 
findet man ebenfalls nach Stunden eine Steigerung des Blut- 
zuckers, was vielleicht andeutet, daß die Narkose an sich Hyper- 
glykämie bedingt. Die Bedeutung der Narkose für die vor- 
liegende Frage machte es aber notwendig, andere Narkotica 


1) af Klercker, Svenska läkaretidningen. Sept. 1913. 
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bzw. Hypnotica zu untersuchen; hierüber wird unten die 
Rede sein. 

Das zweite Verhältnis, das Aufmerksamkeit fordert, ist die 
Möglichkeit, daß durch die Narkose nicht allein die psychische 
Erregung sondern auch die sensible Leitung aufgehoben wird, ja, 
vielleicht wird das Zuckerzentrum und der Sympathicus gleich- 
zeitig gelähmt. Unterbleibt also die Hyperglykämie, so könnte 
dies 7. В. durch die Lähmung des Zuckenzentrums bedingt sein, 
und eine Folgerung, daß die Hyperglykämie wegen Ausschaltung 
der psychischen Erregung unterblieben sei, wäre in diesem Falle 
augenscheinlich falsch. Betreffs einer Narkose des Sympathicus 
ist z. Z. nichts bekannt, man muß infolgedessen vorläufig da- 
von absehen. Um so mehr muß man die übrigen Möglichkeiten 
im Auge behalten. 

Von den in Frage kommenden Hypnotica wurde zuerst 
Veronal untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle I zu- 
sammengestellt. 





Tabelle I. 
0,5 р Veronal| 1,0 р Veronal 
е EEE eg "e lo 
Präformierter Blutzuckergehalt!) . .... 0,130 0,100 
30 Min. nach der Injektion ...... 0,120 0,120 
1 Std. » H # Zem әз! % 0,135 0,110 
lljn nn D ле а — 0,110 
вно » RK TE 0,120 0,185 
З л н ол й жге E 0,185 0,120 
4 n n » ee з 0,130 0,240 
5 жол от Жу ` Serge 0,140 — 


0,5 g Veronal bedingt also keine deutliche Steigerung, 
andererseits wurde das Kaninchen nur etwas schläfrig, keines- 
wegs aber bewußtlos. Nach Eingabe von 1 р Veronal steigt 
schließlich der Blutzucker sehr beträchtlich. Unmittelbar nach- 
her starb das Tier. Veronal dürfte kaum den notwendigen 
Forderungen entsprechen. 

Dagegen hat sich Urethan als brauchbar erwiesen, indem 
es in Dosen, die das Tier recht gut narkotisieren, keine Hyper- 


glykämie bedingt. 


1) Der Blutzucker wurde nach meiner Mikromethode bestimmt. Blut 
aus der Ohrvene. 
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Tabelle II. 





Präformierter Blutzuckergehalt . . . . | 0,115 0,133 0,12 
30 Min. nach der Injektion... . . 0,120 0,126 — 
1 Std. n n we soso 0,134 0,125 0,14 
lljn n» л e e e e wl 0,120 — — 
2 nm n n n "ew KX 49 — 0,131 0,15 
об. ” n n ao ege a 0,116 — = 
З » nn Bee — 0,120 0,16 
Blan ол ол SEET 0,115 — — 
4» » и _ жууа — 0,116 0,19 
MÉ n n Dee e — — 0,22 
5o n»n n»n n ЕЧ — 0,116) — 
Dlan n n n == 0,127 == 
6б» о» n б жум — | 0,180 — 
61/. n n n AO аЛ ке — | 0,116 — 
Tjan n ә ЕУР" — 0,116 — 
Чул n » Ze — | 0,120 = 


Nach 1,0 g Urethan war das Kaninchen nur etwas schläfrig. 
Nach Eingabe von 2 g wurde das Tier auch nicht ganz narko- 
tisiert. Cornealreflex erhalten. Kann sich sogar etwas bewegen, 
z. B. für einen Moment den Kopf aufrecht halten, zeigt aber 
durchaus keine psychische Erregung, wie 2. В. der Fesselungs- 
versuch zeigt. (Dies sagt jedoch weniger, da Kaninchen keines- 
wegs konstant nach Fesselung reagieren. Doch hatte das Tier 
längere Zeit im Keller gelebt) Maximum der narkotischen 
Urethanwirkung tritt nach einer Stunde ein, wie zahlreiche 
Versuche zeigten. Ausnahmsweise wurden die Kaninchen nur 
wenig von 2 g Urethan beeinflußt. Solche Tiere wurden nicht 
verwendet. Nach Einverleibung von 3 g Urethan trat nach 
45 Min. tiefe Narkose mit vollständiger Bewußtlosigkeit ein. 
Hier steigt aber der Blutzuckergehalt kontinuierlich in die Höhe. 
Das Ergebnis stimmt mit Jacobsens Befunden bei Chloral- 
narkose überein und ebenso mit der Veronalnarkose. 

Aus den Versuchen geht hervor, daß weder 3 g noch 1g 
Urethan zweckmäßig sein werden. Andererseits ist die Narkose 
nach 2р Urethan keineswegs so tief, daß eine Operation, 7. В. 
für Aderlaß, sicher ohne Erregung stattfinden kann. 


1) Das Tier wurde jetzt !/, Stunde auf den Operationstisch ge- 
fesselt. 
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Es wurde deswegen versucht, die Urethanhypnose mit 
einer Äthernarkose zu kombinieren. 1 Stunde nach der In- 
jektion von 2 g Urethan, wenn die maximale Wirkung ein- 
getreten war, wurde das Tier während 10 Minuten mit Äther 
narkotisiert. Die Narkose trat ohne jede Erregung ein und war 
bei Verwendung von wenig Äther eine tiefe. Nach Entfernung 
des Äthers dauerte die Bewußtlosigkeit mehrere Stunden. 





Tabelle IH. 
Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch 3 | Versuch 4 
°% o °% °% 
Präformierter Blutzuckergehalt 0,18 

1 Std. nach d. Urethanzufuhr 0,17 0,12 0,12 
5 Min. nach d. Athernarkose 0,19 0,13 0,15 
30 e nn n 0,18 0,13 0,17 
1 Std. » n э 0,18 0,145 0,17 
Dias nn n — — 0,17 
2, nn n 0,23 0,12 0,17 
Зо» nn n — 0,16 — 
len n n n — — 0,15 
4 n nn n — 0,16 — 
Atlan n о» ” — — 0,15 
5 ew nn n 0,17 0,18 — 
6 n»n n n n 0,16 0,15 — 
Gi, n nn я — — 0,17 
in nn D — 0,15 SH 
Tla n n n э — — 0,15 
Bin nn » Km — 0,18 
10:/, » nn n — — 0,15 





Aus den Versuchen ist ersichtlich, daß eine kombinierte 
Äther-Urethannarkose eine geringe, aber deutliche Steigerung 
des Blutzuckers bewirkt, die jedoch im Gegensatz von der 
psychischen Hyperglykämie recht spät — nach einer oder 
mehreren Stunden — eintritt. Diese Befunde stimmen mit 
Jacobsens, Hirschs und Reinbachs Ergebnissen nach 
Chloral- und Äthernarkose überein, auch in der Beziehung, daß 
die Hyperglykämie spät erscheint. Der Unterschied zwischen 
Chloral- und Urethanhyperglykämie ist also nur der, daß schon 
eine bedeutend geringere Chloralmenge hierzu genügt. Dieses 
Verhältnis stimmt aber damit gut überein, daß Chloral bedeutend 
— etwa 3 mal — stärker narkotisch wirkt als Urethan. Man ist 
demgemäß zu der Folgerung berechtigt, daß die Narkose, wenn 
sie tief ist, von einer charakteristischen Hyperglykämie begleitet 


ist, deren Mechanismus vorläufig unbekannt ist. 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 16 
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Urethan besitzt vor Chloral den Vorteil, daß eine geringe 
nicht zu Hyperglykämie führende Menge die psychische Er- 
regung ausschaltet. Durch eine kurzdauernde Äthernarkose 
kann man später die Narkose vertiefen. Das Narkoticum geht 
dann nach der Operation schnell aus dem Körper, im Gegen- 
satz zum Chloral oder nicht flüchtiger Narkotica überhaupt, 
die längere Zeit im Organismus zurückbleiben. Веігейв der 
einzelnen Versuche weist Kaninchen 1 wahrscheinlich eine 
psychische Hyperglykämie von vornherein auf, und im Versuch 4 
ist wohl eine Erregung durch Äther recht wahrscheinlich. 
Erst nach mehreren Stunden tritt die „narkotische“ Нурег- 
glykämie ein. 

П. 

Aus dem Versuch 2, Tabelle П, geht hervor, daß die 
Fesselungshyperglykämie an urethannarkotischen Tieren aus- 
bleiben kann. Diese Frage ist nicht weiter verfolgt worden, 
sondern ich bin zu der Beantwortung der Frage übergegangen, 
inwieweit eine Freilegung der Carotis ohne Blutentnahme und ohne 
Steigerung des Blutzuckergehaltes stattfinden kann. Bei nicht 
narkotisierten Tieren tritt nach Hirsch und Reinbach nach 
dieser Operation eine starke Hyperglykämie ein, weshalb ich 
keine derartigen Versuche angestellt habe. Bei narkotisierten 
Tieren war das Ergebnis wie folgt: 





Tabelle IV. 
Versuch 1 | Versuch 2 
°% "ie 

Präformierter Blutzuckergehalt . . . . . . . 

5 Min. nachd. Operat. in Urethanäthernarkose 
n D n n n n 
1 Std. n N э? э n 
Pi; D D n n n n 
» n n n n n 
22а n n n n n n 
n n n n D n 
8172 D n n n N n 
4 n n n n n n 
Mët. nn n n n 
5 n n n n n n 
bin n ол nm э n 
Than n n no n n 
Eljan n aA n n n 
9: n nn n n n 
101, n n» į n n n 
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Die Steigerung des Blutzuckergehaltes ist von derselben 
Größenordnung wie an narkotisierten Tieren ohne Operation 
und tritt zu derselben Zeit ein. Im Versuch 2 hat wahr- 
scheinlich der Äther eine kleine psychische Erregung bewirkt. 
(Die Kaninchen werden, wie bemerkt, von Urethan allein nicht 
narkotisiert und reagieren bisweilen etwas gegen Äther.) Aus 
den Versuchen kann man also folgern, daß die Operation, Frei- 
präparieren der Carotis, keine Blutzuckersteigerung bewirkt. 
Die gefundene Hyperglykämie entspricht der Narkose. Diese 
Ergebnisse stimmen nicht mit Hirschs und Reinbachs Be- 
funde, daß trotz Äthernarkose die Fesselung und Freilegung 
der Carotis eine Zuckerzunahme im Blute auftritt, während 
die Äthernarkose an sich nur eine geringe Steigerung bewirkt, 
wie besonders ihre Versuche 20 und 21 an demselben Ка- 
ninchen zeigen. Die Verfasser bemerken ausdrücklich, daß die 
Narkose tief war. Andererseits berichten Hirsch und Rein- 
bach auch über Versuche, in denen diese Operation keine 
größere Steigerung bewirkt hat als die Äthernarkose allein 
(allerdings an anderen Tieren). 


ПІ. 


Nachdem der eventuelle Einfluß der Operation, Freilegung 
der Carotis, festgestellt worden war, ließen sich die Verhältnisse 
beim Aderlaß näher untersuchen. Die zahlreichen Unter- 
suchungen über Aderlaßhyperglykämie haben das Ergebnis ge- 
liefert, daß dieselbe sehr schnell ein paar Minuten nach dem 
Aderlaß einsetzt, im Laufe von 1 Stunde ihr Maximum — 
gewöhnlich über 0,3°/, Zucker — erreicht, um etwas langsamer 
wieder zum Ursprungswert abzusinken. Das Verhältnis, daß 
die Steigerung von der entnommenen Blutmenge unabhängig 
ist, macht es wahrscheinlich, daß die psychische Erregung mit 
im Spiele ist, was auch die folgenden Versuche mit narkoti- 
sierten Kaninchen bestätigen. In der folgenden Tabelle У sind 
die Versuche zusammengestellt; zum Vergleich ist ein Versuch (3) 
an einem nicht narkotisierten Kaninchen angeführt. 

Die beiden Versuche (1 und 2) an narkotisierten Tieren 
sind außerordentlich von dem dritten am nicht narkotisierten 
Tier verschieden, dagegen stimmen sie beide mit den Befunden 


an narkotisierten Tieren ohne Aderlaß überein. Nach Urethan- 
16* 
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Tabelle V. 
Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch 3 

KÉ olo °% 

Präformierter Blutzuckergehalt 0,09 0,12 
15 Min. nach dem Aderlaß — 0,19 
30 e я n я 0,08 0,33 
1 Std n n n 0,10 — 
Dia » л n n 0,09 0,29 
2 n n n n 0,11 0,13 
211 » n n n — — 
3 n n n n 0,12 — 
31/6 » D n n — — 
dn n n з 0,12 — 
41/5 n n n n 0,14 — 
SU n n n n — — 
6 n N N » — — 
9 A n D A — == 





Äthernarkose bedingt der Aderlaß an sich also keine Steigerung 
des Blutzuckergehaltes. In mehreren Versuchen von Hirsch und 
Reinbach findet man dagegen bei äther- (und morphin-) 
narkotisierten Tieren eine große Zunahme des Blutzuckers. 
Umgekehrt berichten diese Verfasser auch über Versuche, in 
denen die Steigerung unterblieben ist. Die Möglichkeit bleibt 
also offen — obwohl sie wenig wahrscheinlich sein dürfte, da 
die Versuche mit Freilegung der Carotis sich übereinstimmend 
verhalten —, daß andere Versuche vielleicht eine Steigerung 
des Blutzuckers erweisen könnten. Gegen eine solche Möglich- 
keit sprechen jedoch die folgenden Versuche an nicht narkoti- 
sierten Kaninchen, wo das Blut aus der Ohrvene entnommen 
wurde. 


Tabelle V. 





Versuch 1 | Versuch 2 Versuch 3 







Entnommene Blutmenge . . 13 ccm 50 com 
Präformierter Blutzuckergehalt 0,10 9, 0,11 °% 
3 Min. nach dem Aderlaß — — 

30 n n n n 0,10 » 0,10 » 

1 Std. n n э 0,10 n 0,05 n 
2 » n ” n 0,11 » 0,09 n 
3 » n n ” 0,10 n 0,10 » 
4 an n я n 0,11» 0,11 » 
5 я ” n ” 0,11» 0,11 » 

6 n N n n — — 
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Man kann also, wie die 3 Versuche lehren, beliebig große 
Blutquantitäten aus der Ohrvene entnehmen, ohne daß die 
geringste Steigerung des Blutzuckerspiegels stattfindet. Allerdings 
kommt hier der Umstand hinzu, daß eine Blutentnahme aus der 
Carotis wenige Sekunden in Anspruch nimmt, während dieselbe 
aus der Ohrvene viel längere Zeit fordert. Durchschnittlich 
wurde in den obigen Versuchen 1 ccm Blut pro Minute ent- 
nommen. Dieser Unterschied kann aber hauptsächlich nur be- 
dingen, daß der Blutdruck in dem einen Fall vorübergehend 
sinkt, in dem andern aber nicht. Existiert also eine Aderlaß- 
hyperglykämie, so muß wohl die Veränderung des Blutdruckes 
dafür verantwortlich sein. In den Versuchen der Tabelle IV 
trat aber keine Aderlaßhyperglykämie ein, trotzdem das Blut 
aus der Carotis entnommen wurde. 

Gegen die Beweiskraft dieser Versuche könnte man nun 
weiter bemerken, daß vielleicht die nervöse Leitung, Zucker- 
zentrum oder Sympathicus, gelähmt worden war. Die Narkose 
hätte zwar die psychische Hyperglykämie (d. h. die psychische 
Erregung) unterdrückt, aber zugleich die parallel laufende 
Aderlaßerregung. Eine solche Folgerung wäre aber durchaus 
falsch, indem sowohl Hirsch und Reinbach, sowie Jacobsen 
an narkosierten Tieren — und zwar tief narkotisierten — 
regelmäßig Steigerung des Blutzuckergehaltes fanden; Jacobsen 
fand in einem Versuch (Nr. 1, Tabelle XI) an einem Tier in 
5 stündiger Narkose nach Chloral und Aderlaß eine Steigerung von 
0,11°/, bis 0,36°/,. Andererseits zeigte Jacobsens Kaninchen 
Nr. 4, das wenig vom Chloral beeinflußt war, nur eine ganz unbe- 
deutende Blutzuckersteigerung (in Jacobsens Versuch 3 kommt 
augenscheinlich eine psychische Hyperglykämie vor). Eine tiefe 
Narkose bedingt also eine starke Aderlaßhyperglykämie, die 
selbstverständlich zum Teil auch aus der Narkosehyperglykämie 
besteht, eine mäßige Narkose unterdrückt diese Hyperglykämie- 
form. Wie oben bewiesen, sind die Verhältnisse bei dem Frei- 
präparieren der Carotis damit ganz analog. Aus obigen Grün- 
den dürfte die Folgerung nicht unberechtigt sein, daß eine 
Aderlaßhyperglykämie als solche nicht vorkommt. 
Was man bis jetzt als Aderlaßhyperglykämie bezeichnet hat, 
ist mit der von der psychischen Erregung (bzw. Nervenerregung) 
bedingten Hyperglykämieform identisch. Hiermit stimmen auch 
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die Blutzuckerkurve — die initiale Steigerung — sowie die 
Tatsache überein, daß die Steigerung von der entnommenen 
Blutmenge unabhängig ist. 

Warum eine tiefe Narkose dagegen das Auftreten einer 
Hyperglykämie nach Aderlaß sowie nach Freilegung der Carotis 
allein begünstigt, ist freilich hiermit nicht erklärt worden. Die 
Diskussion hierüber bleibt einem folgenden Abschnitt vor- 
behalten. 

Die Auffassung, daß die Aderlaßhyperglykämie von der 
psychischen Erregung abhängt, stimmt schlecht mit Nishis?) 
Befund überein, daß dieselbe auch nach Nebennieren- 
exstirpation besteht. Daß die psychische Erregung über die 
Nebennieren geht, ist aus den Untersuchungen von Cannon, 
Stohl und Wright?) ersichtlich. Es dürfte schwer sein, diese 
Gegensätze zu erklären. Nishi fand für splanchnicotomierte 
Kaninchen: 1. 0,094°/, Blutzucker und 15 Min. nach dem 
Aderlaß 0,078°/,; 2. 0,126°/, und 15 Min. nach dem Aderlaß 
0,148°/,; 3. 0,039°/, und 15 Min. nach dem Aderlaß 0,09°/,; 
4. 0,057°/, und 15 Min. nach dem Aderlaß 0,088°/,; 5. 0,078°:, 
und 15 Min. nach dem Aderlaß 0,157°/,; 6. 0,073°/, und 
20 Min. nach dem Aderlaß 0,105°/,; 7. 0,106°/, und 20 Min. 
nach dem Aderlaß 0,193°/ In 2 von 6 Versuchen (Nr. 5 
und 7) findet man also eine unzweifelhafte und starke Steige- 
rung des Blutzuckers. Nishi hat durch Versuche mit Diure- 
tin, das keine Glucosurie bewirkte, festgestellt, daß die Durch- 
schneidung der Splanchnici gelungen war. Die Beweiskraft 
dieser Versuche scheint mir doch sehr fraglich (siehe unten). 
Auf der anderen Seite sprechen die Versuche 2, 4 und 6 
nicht für Nishis Auffassung; da die gewöhnliche Steigerung 
nach Aderlaß bedeutend größer ist (Versuch Nr. 1, ist an einem 
Hungertier angestellt). Bei nebennierenlosen Tieren fand Nishi’) 
1. 0,096°/, und 20 Min. nach dem Aderlaß 0,130°;/,; 30 Min. 
nach dem zweiten Aderlaß wurde gefunden: 0,174°/, — eine 
unzweifelhafte, sogar recht große Steigerung; 2. 0,081°/, und 
25 Min. nach dem Aderlaß 0,095°/, — keine Steigerung, der 
Versuch spricht eher gegen Nishis Auffassung. Es läßt sich 


1) Nishi, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 61, 186, 1909. 


3) Cannon, Stohl und Wright, Americ. Journ. of Physiol. 29, 
280, 1910. 
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aus diesen Versuchen nur folgern, daß die Rolle der Neben- 
niere und des Sympathicus keineswegs vollständig erklärt 
worden ist. (Siehe übrigens hierüber in meinem Buche „Der 
Blutzucker“.) Cannon und Mitarbeiter fanden also nach Neben- 
nierenexstirpation keine psychische Hyperglykämie, Nishi das 
entgegengesetzte! Denn daß der Aderlaß, ganz von meinen 
Versuchen abgesehen, nicht ohne psychische Erregung ablaufen 
kann, ist doch einleuchtend. Es wird den betreffenden Forschern 
überlassen, diesen Gegensatz aufzuklären. 


IV. 

Es liegt sehr nahe, anzunehmen, daß die von Cl. Bernard 
gefundene Glucosurie (und Hyperglykämie!) nach Durchschnei- 
dung von Vagus und Erregung des zentralen Vagusstumpfes 
einen Spezialfall der psychischen Hyperglykämie bildet. Zwar 
hat Cl. Bernard nach Reizung des peripheren Vagusstumpfes 
keine Glucosurie gefunden, was man doch in diesem Falle er- 
warten sollte. Die Möglichkeit, daß eine vorgefaßte Auffassung 
hierbei eine Rolle spielen könnte, scheint mir nicht aus- 
geschlossen, da eine vorgefaßte Meinung Cl. Bernard an 
anderer Stelle irregeführt hat. In den folgenden zwei Versuchen 
an mit Urethan-Äther narkotisierten Kaninchen wurde der 
linke Vagus durchschnitten und mittels eines faradischen 
Stromes, der auf der Mundschleimhaut deutlich fühlbar war, 
während 10 Minuten erregt. Das Ergebnis ist in der folgen- 
den Tabelle VI zusammengestellt. 

Wie ersichtlich, ist in beiden Versuchen eine mäßige Steige- 
rung eingetreten, die etwas, obwohl nur unbedeutend, höher 
ist als nach der Erregung nach Freilegung der Carotis in 
Urethan-Äthernarkose. Es ist auch gut möglich, daß die schnelle 
Steigerung im Versuch 1 als Ausdruck einer psychischen Er- 
regung des nicht vollständig narkotisierten Tieres anzusehen 
ist. (Das Kaninchen reagierte etwas beim Durchschneiden der 
Haut.) Auf der anderen Seite scheint es nicht ausgeschlossen, 
daß die elektrische Erregung des durchschnittenen Vagus 
— ebenso wie vielleicht die Durchschneidung der Nerven an 
sich — ein Reizmoment bilden kann, das durch die Narkose 


1) Die Hyperglykämie hat allerdings CL Bernard nicht fest- 
gestellt. 
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nicht unterdrückt worden ist. Die Tatsache, daß die Erregung 
des intakten Vagus aus einem früheren Versuch (vgl. mein 
Buch „Der Blutzucker“ S. 100) eine schnelle, aber nur sehr 
kurz dauernde Steigerung bewirkt, während hier eine bedeutend 
längere Hyperglykämie vorkommt, kann vielleicht dafür sprechen, 
daß die Durchschneidung ein besonders anregendes Moment 
bildet. 


Tabelle VI. 
Versuch 1jVersuch 2 

0/0 Jo 

Präformierter Blutzuckergehalt 0,11 
5 Min. nach der Erregung — 
30 n n n n — 
45 >» nn n 0,12 
1 Std. » n n 0,14 
11), n n n n 0,14 
2 n n n A 0,14 
3 n я л я 0,15 
4» n л n 0,17 
5 » nn я 0,21 
6 n n n n 0,22 
T a n n n 0,23 
8 о» nn n 0,22 
H a n n n 0,19 
10 „ nn n 0,14 
1 n n n ” 0,11 





ә 


Die Untersuchungen haben also kein ganz unzweideutiges 
Resultat gegeben, indem die Möglichkeit, daß die Nerven- 
erregung ein spezielles, Hyperglykämie erzeugendes Moment 
bildet, nicht ausgeschlossen werden kann. Auf der anderen 
Seite sprechen die Versuche nicht gegen die Möglichkeit, daß 
die psychische Erregung der Operation an nicht narkotisierten 
Tieren das Wesentliche darstellt und daß die Blutzucker- 
steigerung an narkotisierten Kaninchen nur der Wirkung der 
Urethan-Äthernarkose (die Blutzuckersteigerung tritt im Ver- 
such 2 auch spät еіп!), ev. von einer psychischen Erregung 
(Versuch 1) begleitet, entsprechen kann. | 


у. 
Besonderes Interesse bieten unzweifelhaft Versuche über 
die Piqûre dar. Hier haben Eckhardt und Neubauer!) 
für mit Chloral narkotisierte Kaninchen ein Ausbleiben von 


1) Neubauer, diese Zeitschr. 43, 335, 1912. 
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Glucosurie gefunden, Neubauer zudem eine verminderte Hyper- 
glykämie. Andererseits hat Jacobsen gerade das Entgegen- 
gesetzte nachgewiesen. Chloralnarkotisierte Kaninchen zeigen 
eine sogar exorbitante Hyperglykämie und gewöhnlich reichliche 
Zuckerausscheidung. In 2 Versuchen von 5 blieb jedoch die 
Zuckerausscheidung aus, trotzdem in dem einen eine Hyper- 
glykämie von 0,30°/, gefunden wurde. Die Blutzuckerkurve 
bietet zudem das eigentümliche Verhältnis dar, daß in drei 
Versuchen zwei, in einem Versuche drei Gipfel gefunden 
wurden. Der Blutzuckergehalt steigt rasch empor, sinkt nach 
etwa einer Stunde zurück, um wieder noch höher als vorher 
anzusteigen. 

Die Versuche nach Urethan-Äthernarkose haben etwas 
andere Ergebnisse geliefert, indem, wie die folgenden Versuche 
zeigen, die Hyperglykämie ganz wesentlich geringer als ge- 
wöhnlich (ohne Narkose) ist und die Glucosurie in zwei von 
drei Fällen ausgeblieben ist. Bemerkenswert ist, daß in dem 
Falle mit Glucosurie die Hyperglykämie recht unbedeutend war. 


Tabelle VII: 


Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch З 
% % Jo 


Präformierter Blutzuckergehalt . . .. 
1 Std. n. Urethanzufuhr in Athernarkose 








1 Min. nach der Piqûre ...... 

10 a я ” # 

15 » n n N er 

30 » n n оз жу 4% 
45 n n n ж сз 0 з 

1 ба. n n» J a i 

11. » ” n NR Фу я 

2 n n n J == 
21/, n n э N Le ө e ө e 0,10 
3 n n э ГИСИ = 
РЕЧЕ ОЕ 0,12 
4 n n ” BD ess ei — 
41], » n » E еж лї жез 0,1 
5 э n n э 2 o e ө e o — 
51/6 a ” ” п: об. се, вм 0,1 
6 л n n В: "eege A — 
61/5 я n n ИГ АЕ ж-а 0,1 
1 » n n # We 

Tila » n n D seinen 0 
Ba ж жою, „хш 0 
9ta » ” n Oo er 0 





Zucker im Ham... 
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Da eine derartig kleine Steigerung des Blutzuckergehalts nach 
Adrenalinvergiftung (sowie bei alimentärer Hyperglykämie) keine 
Glucosurie herbeiführt, muß hier eine spezielle Erregung der Nieren 
vorliegen. Siehe übrigens die Tabelle VII. 

Die Versuche bilden also eine schöne Bestätigung von 
Eckhardts und Neubauers Befunden, daß die Piqûre an 
narkotisierten Tieren wirkungslos bzw. wenig wirksam ist. Da- 
gegen stehen sie in bestimmtem Widerspruch zu Jacobsens 
Ergebnissen. Es wird deswegen gewiß von Interesse sein, die 
Ursache dieser Unterschiede näher zu erforschen. Eine nähere 
Untersuchung von Jacobsens Versuchen lehrt, daß in 5 von 
6 Versuchen die Hyperglykämie an mit Chloral narkotisierten 
Tieren stärker, sogar bisweilen bedeutend stärker ist als bei 
normalen Tieren. In dem 5. Falle ist dagegen die Steigerung 
umgekehrt geringer als bei nicht narkotisierten Tieren. Hier 
war das Tier aber „nur wenig vom Chloral beeinflußt“. In 
vier anderen Versuchen (Nr. 1 bis 4) war die Narkose tief und 
dauerte 2 bis 5 Stunden (Privatmitteilung). Diese Tiere re- 
agierten nicht auf die Operation. Umgekehrt trat in Versuch 5, 
wo das Tier auch wenig von Chloral beeinflußt war, trotzdem 
starke Hyperglykämie ein. Hier wurde aber nur 1 g Chloral 
eingespritzt, in Versuch 6 aber, wo die geringe Steigerung vor- 
kam, waren 1,5 g Chloral einverleibt. Es wäre demgemäß denk- 
bar, daß eine kleine Chloraldosis die Steigerung nicht verhindern 
konnte, eine mäßige bewirkte dagegen eine Hemmung, die mit 
den Befunden an urethan-äthernarkotisierten Tieren vergleich- 
bar ist. Schließlich bedingte eine intensive Narkose wieder 
eine starke Steigerung des Blutzuckers nach Pigqüre. Es wäre 
demzufolge von Interesse, nachzuforschen, wie sich der Blutzucker 
an nur mit Urethan narkotisierten Tieren nach Pigüre verhält. 
Die Tabelle VIII berichtet über derartige Versuche. Der Unter- 
schied zwischen diesen und den in der Tabelle VII referierten 
Versuchen besteht darin, daß die oben erwähnten Tiere eine 
ganz kurze Zeit auch mit Äther narkotisiert wurden. Die 
Urethandosis war dagegen überall dieselbe (2 g). 

Die Tiere waren recht stark von Urethan beeinflußt. Sie 
reagieren etwas während des Durchstoßes des Trepans durch 
den Schädel, nicht aber bei der Verletzung des Zucker- 
zentrums. Versuch 1 stimmt mit den vorhergehenden überein 
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Tabelle VIII. 


Versuch 1 Versuch 2 
°% ° 


















Präformierter Blutzuckergehalt . . . . . 0,135 0,15 

1 Std. nach Urethanzufuhr.. . . 0,17 0,14 

10 Min. nach der Pigüre . . . . . 0,19 — 

30 „Ӯ n » Йй ска; ыу 0,19 0,22 

1 Std n n PO и 9 0,19 0,27 

11/5» n n Di „> EE — 0,29 

2 n n n n e 0,22 0,32 

3 » n n E, а ETa 0,19 0,34 

4 n n n AO селе En 0,18 0,33 

Sn n » Aoo ж e 0,14 0,35 

6 n я n Ө: peua 0,14 0.33 
Zucker im Нап............ 0,702 g 1,275 р 


auch in der Beziehung, daß trotz der geringen Steigerung des 
Blutzuckers eine beträchtliche Zuckermenge ausgeschieden wurde. 
In dem 2. Versuche dagegen kommt eine ansehnliche Steigerung 
des Blutzuckergehalts vor. Diese Versuche stimmen also recht 
schön mit Jacobsens Versuchen 5 und 6 überein!). (In dem 
obigen Versuch 2 starb das Tier unmittelbar nach der letzten 
Blutentnahme.) Neubauer (l. c.) fand ebenfalls nach. Urethan 
den Zuckerstich wirksam. Man ist wohl berechtigt, aus den 
angeführten Versuchen, mit Jacobsens Befunden verglichen, 
zu folgern, daß eine geringe und besonders eine mäßig tiefe 
Narkose die Blutzuckersteigerung nach Piqûre mehr oder weniger 
vollständig verhindert, während eine tiefe Narkose (2 his 2,5 g 
Chloral) eher das Ansteigen des Blutzuckers befördert. Wie 
diese Verhältnisse zu erklären sind, davon wird unten die 
Rede sein. 


VI. 


Die letzte Hyperglykämie-Glucosurieform, die untersucht 
worden ist, ist die Diuretinhyperglykämie. Nach Pollak 
und Nishi?) ist die Hyperglykämieform eine Adrenalin- 
hyperglykämie, die von einer zentralen Sympathicuserregung 
durch Diuretin bedingt ist. Es hat deswegen ein großes theo- 
retisches Interesse, nachzusehen, wie sich die Hyperglykämie- 
form an narkotisierten Tieren verhält, und zwar besonders aus 


1) Allerdings schied Jacobsens Kaninchen mit der korrespondie- 
renden geringen Blutzuckersteigerung keinen Zucker aus. 
2) Nishi, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 61, 401, 1909. 
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dem Grunde, weil die Diuretininjektion von einem starken 
Schmerz begleitet ist: die Tiere schreien stark und werfen 
sich wie toll umher. Die Untersuchung an urethan-äther- 
narkotisierten Kaninchen hat auch erwiesen, daß diese Hyper- 
glykämie unterbleibt. (1 g Diuretin wurde subcutan 1 Stunde 
nach der Urethanzufuhr, nachdem das Tier mit Äther voll- 
ständig narkotisiert worden war, eingespritzt.) 








Tabelle IX. 
Versuch 1 | Versuch 2 

lo lo 

Präformierter Blutzuckergehalt . . . . . 0,15 0,14 
1 Std. nach der Urethanzufuhr . . . — 0,14 
2 Min. nach дег Diuretininjektion . . . (0,19) 0,14 
80 » n n n Sa de ж 0,16 0,14 
1 Std. ss » — 0,14 0,16 
2» n n n DEE 0,14 0,17 
2 » n » n 0,13 0,20 
4» n»n от ” 0,14 0,28 
A л n a n 0,13 0,22 
6 n mn я 0,13 0,20 
7» n n n 0,13 — 


Im Versuch 1 war das Tier stark von dem Äther-Urethan 
beeinflußt. Trotzdem der Cornealreflex aufgehoben war, reagierte 
das Tier wie gewöhnlich mit Schreien und lebhaften Bewegungen 
auf das Diuretin. Die Narkose war auch nachher aufgehoben, 
obwohl das Tier sich recht apathisch und träge verhielt. Es 
saß aber wie normal im Käfig. (Unmittelbar nach der starken 
Erregung wurde Blut entnommen. Das Blut war aber äußerst 
arm an Blutkörperchen und enthielt vorwiegend Plasma, daher 
die hohe Zahl des Blutzuckers) Trotzdem zeigt das Kanin- 
chen nicht die geringste Hyperglykämie, während in Sten- 
ströms?) Versuchen eine solche, und zwar starke, konstant 
nach der Diuretinzufuhr eintritt. Im 2. Versuch war das 
Tier noch stärker von dem Narkoticum beeinflußt. Es reagierte 
kaum auf die Diuretininjektion. Auch dauerte die Narkose 
mehrere Stunden. Da nun die Diuretinhyperglykämie sonst 
schnell einsetzt und im Laufe von 1 Stunde ihr Maximum er- 
reicht, während sie hier erst nach 2 Stunden anfängt, um 


1) Diese Zeitschr. 49, 225, 1913. 
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dann später langsam und kontinuierlich zu steigen, ist diese 
Steigerung nicht von dem Diuretin, sondern von der Narkose 
bedingt. Die Steigerung stimmt ja gut mit den obigen Be- 
funden nach Äther-Urethannarkose überein. 

Im Versuch 1 enthielt der Harn keinen Zucker, doch lag 
Polyurie vor. Im Versuch 2 wurde die Harnuntersuchung leider 
versäumt. Die Versuche berechtigen also zu der Folgerung, 
daß die Narkose die Diuretinhyperglykämie und Glu- 
cosurie unterdrückt. 


УП. 


In den ersten 6 Abschnitten ist nachgewiesen worden, daß 
die Hyperglykämie nach Nervenerregung, psychischer Erregung, 
nach Pigüre, nach Aderlaß und nach Diuretin durch Urethan- 
Äthernarkose mehr oder weniger vollständig unterdrückt werden 
kann. Umgekehrt bedingt eine tiefe Narkose an sich eine 
Steigerung des Blutzuckergehaltes jedoch von einem Typus, der 
von der Adrenalinhyperglykämie verschieden ist. Die Folgerung 
liegt dann auf der Hand, daß die sämtlichen angeführten 
Hyperglykämieformen nicht als solche existieren, sondern einzig 
und allein von der begleitenden psychischen Erregung ab- 
hängig sind. Diese Erregung führt dann die Adrenalinsekretion 
in bekannter Weise herbei. 

Wir werden im folgenden untersuchen, welche Berech- 
tigung eine solche Folgerung besitzt und eventuell für den Fall, 
daß sie nicht zutrifft, den richtigen Mechanismus aufzustellen 
versuchen. Drei Möglichkeiten sind hier zu berücksichtigen: 
1. Die psychische Erregung, die dadurch charakterisiert ist, 
daß die Erregung über das Großhirn geht. Davon pflanzt sich 
der Reiz zu dem Zuckerzentrum und Sympathicus fort. 2. Eine 
sensible Nervenerregung, die direkt ohne Mitwirkung des Groß- 
hirns auf das Zuckerzentrum übergeführt wird. 3. Schließlich 
eine direkte Erregung des Zentrums selbst. (Von einer direkten 
Erregung der Nebennieren sowie des Sympathicus muß man 
vorläufig Abstand nehmen, da nichts darüber bekannt ist.) 

Daß die psychische Erregung bei sämtlichen oben be- 
sprochenen Hyperglykämieformen an nicht narkotisierten Tieren 
mit im Spiele sein muß, ist ohne weiteres einleuchtend. Allein 
der Schmerz kommt doch überall in Betracht, der, wie in H.s 
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und R.s Versuchen erwiesen, an sich zur Hyperglykämie führt. 
Es dürfte auch oben mit großer Wahrscheinlichkeit bewiesen 
worden sein, daß die sog. Aderlaßhyperglykämie allein von der 
psychischen Erregung bedingt ist. 

Was die übrigen Hyperglykämieformen nach Vagusreizung, 
Pigüre und Diuretinvergiftung betrifft, so können diese zwar 
durch Narkose verhindert werden. Hierbei ist aber der Um- 
stand zu berücksichtigen, daß möglicherweise nicht allein 
das Großhirn, sondern auch die sensible Nervenleitung zum 
Zuckerzentrum oder auch das Zuckerzentrum selbst gelähmt 
werden könnte. Gegen eine solche Möglichkeit sprechen aber 
sicher die Versuche von Jacobsen, indem er an tief nar- 
kotisierten Tieren nach Aderlaß (== nach Nervenreizung) so- 
wie nach Pigüre eine noch stärkere Hyperglykämie als sonst 
fand. Trotzdem die Tiere entschieden tiefer narkotisiert waren 
als in den Äther-Urethanversuchen, war weder die Leitung 
noch das Zuckerzentrum gelähmt"), Dies Verhältnis zeigt aber 
andererseits unzweideutig, daß diese Hyperglykämieformen keines- 
wegs als Spezialfälle der psychischen Hyperglykämie anzusehen 
sind. Denn darüber kann kein Zweifel bestehen, daß in 
Jacobsens Versuchen das Großhirn gelähmt worden war. 
Und zahlreiche Versuche von Н. und К. stimmen mit Jacob- 
sens Befunden überein. 

Stellt man diese Tatsachen einander gegenüber: eine 
mäßige Narkose, welche die psychische Erregung sicher vor- 
beugt, verhindert ganz oder größtenteils die Hyperglykämie 
nach Pigüre und Vaguserregung, eine noch stärkere Narkose 
befördert geradezu ihr Auftreten, so wird die einzig mögliche 
Folgerung heißen, daß auch andere Momente mit im Spiele 
sein müssen. So wäre denkbar, daß eine Hemmungsvor- 
richtung ein- und ausgeschaltet werden könnte. Eine mäßige 
Narkose könnte diese Hemmungsvorrichtung auslösen. Durch 
eine noch stärkere Narkotisierung könnte diese Hemmung ab- 
gelenkt werden. In einer folgenden Abhandlung von meinem 
Schüler Stenström wird das Vorkommen von einem speziell 


1) Daß Urethan die Hyperglykämie nach Adrenalininjektion 
gar nicht verhindert, davon habe ich mich selbst überzeugt. Nach 
Neubauer (l. c.) befördert Urethan geradezu die Adrenalinhyper- 
glykämie. 
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gegen Adrenalin gerichteten Hemmungskörper, und zwar einem 
Bestandteil der Hypophyse berichtet. Ich finde auch, daß be- 
sonders der Diuretinversuch 1 sehr für eine solche Möglich- 
keit spricht. Hier wurde das sogar recht stark narkotisierte 
Tier sehr deutlich von dem Diuretin erregt. Es zeigte vorüber- 
gehend starke Schmerzäußerungen und starke psychische Un- 
ruhe. Die nervöse Leitung zum Gehirn war also trotz der 
— ich wiederhole — recht starken Narkose nicht gelähmt, ja 
das Gehirn selbst konnte erregt werden. Trotzdem ist die 
sonst konstante Hyperglykämie unterblieben. Man hat keinen 
Grund anzunehmen, daß die Leitung vom Großhirn zum 
Zuckerzentrum bzw. die direkte Leitung dazu unterbrochen 
worden ist, und ebensowenig, daß das Zentrum gelähmt war. 
Die einzige Möglichkeit, die das Verhältnis ungezwungen zu er- 
klären vermag, ist, daß die Hemmungsvorrichtung eingeschaltet 
worden ist. 

Ganz davon abgesehen, ob diese Erklärung tatsächlich zu- 
trifft oder nicht, zeigen die obigen Narkoseversuche mit den 
Versuchen von Jacobsen und H. und R. verglichen un- 
zweifelhaft, daß die Hyperglykämie nach Vagusreizung und 
Pigüre nicht allein als psychische Erregungshyperglykämie er- 
klärt werden kann. Infolgedessen muß man drei Formen der 
nervösen Hyperglykämie aufstellen; die erste, die psychische, 
die über das Großhirn geht, die zweite die Hyperglykämie 
nach Nervenreizung und die dritte nach Reizung des Zentrums 
direkt. Sämtliche haben das gemeinsam, daß schließlich das 
Zuckerzentrum (wobei nichts über die wahre Existenz eines 
„Zentrums“ präjudiziert werden soll) erregt wird. 

Diese Verhältnisse erinnern viel an den Mechanismus der 
Magensaftabsonderung nach Pawlow. Wir haben in beiden 
Fällen eine psychische Magensaft- und Zuckerabsonderung: die 
psychische Magensaftabsonderung, die durch Erregung des Sekre- 
tionszentrums durch die Geschmack-, Seh- und Geruchnerven, die 
psychische Zuckerabsonderung, die durch Erregung des Zucker- 
zentrums durch Schmerz sowie durch die Seh-, Geruch- und 
Gefühlnerven entsteht. Es genügt z.B., daß ein Kaninchen von 
einem Hunde verfolgt oder angebellt wird, um Hyperglykämie 
zu erzielen. Hier wirken selbstverständlich Ideenassoziationen 
ebensogut mit, wie beim Geruch die Nahrung bzw. ein Sichtbar- 
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werden des Wärters. Und dieser Ideenassoziation von Schmerz, 
d. h. der Furcht, stehen viele andere zur Seite, wie z.B. Angst, 
Sorge und Kummer od. dgl, von denen bekannt ist, daß sie 
zu Hyperglykämie führen können. 

Weiter haben wir die chemische Magensaftabsonderung, 
die durch Erregung der Nervenenden des Ventrikels zustande 
kommt. Hier geht die Erregung reflektorisch direkt zum 
Sekretionszentrum, ganz wie bei der Reizung der Nerven die 
Hyperglykämie eintritt. 

Dagegen hat man bekanntlich nicht eine direkte Erregung 
des Magensaftsekretionszentrums erzielt, da außer anderem auch 
das Zentrum selbst nicht gefunden worden ist. (Dagegen kann 
möglicherweise die Sekretinwirkung in dieser Richtung ge- 
deutet werden.) 


Über die Wirkungsweise der beim Meerschweinchen 
erzeugten Hammelbluthämolysine. 


Von 
Edmund Weil. 


(Aus dem Hygienischen Institut der deutschen Universität in Prag.) 
(Eingegangen am 17. November 1913.) 


Die von Forssman entdeckte wichtige Tatsache, daß durch 
Vorbehandeln von Kaninchen mit Organzellen des Meerschwein- 
chens und einiger anderer Tiere Hammelbuthämolysine ent- 
stehen, hat bei allgemeiner Bestätigung der Versuchstatsachen 
das Interesse der Autoren von verschiedenen Gesichtspunkten 


aus erregt. 

Doerr und seine Mitarbeiter bearbeiteten in erster Linie die Giftig- 
keit dieser hämolytischen Sera für Meerschweinchen, und Orudschiew, 
Sachs und Nathan waren bei ihren Untersuchungen hauptsächlich von 
dem Bestreben geleitet, die von Forssman gegen die Seitenkettentheorie 
gedeuteten Befunde in den Rahmen dieser Hypothese einzufügen. Sie 
konnten, die Resultate Forssmans bestätigend, zeigen, daß die Bindung 
durch die Organzellen mit der Antikörpererzeugung Hand in Hand gehe, 
daß die Leber des Meerschweinchens, die nur eine geringe Bindungs- 
kraft besaß, auch zur Hämolysinerzeugung nicht so geeignet war als die 
Niere dieses Tieres, die stark fixierte. Es hatte sich also auch hier der 
Grundsatz der Seitenkettentheorie, nach der die bindende Gruppe iden- 
tisch ist mit der antigenen, bewahrheitet. 

Die Differenzen, die zwischen den durch Blukörperchen und Organ- 
zellen erzeugten Hämolysinen bestehen, konnten durch Doerr und 
Pick erklärt werden, die nachwiesen, daß sich in den roten Hammel 
blutkörperchen zwei verschiedene Antigene differenzieren ließen, deren 
eines durch Kochen und Alkohol zerstört wurde, während das andere 
der Siedehitze und dem Alkohol widerstand. Das letztere war mit dem 
in den Organzellen vorhandenen Antigen identisch Dieses erzeugte beim 
Kaninchen Hämolysine für Hammel- und Ziegenblut, während das erstere 
neben diesen beiden auch solche für Rinderblut entstehen ließ. Mit 
diesen beiden offenbar ganz verschiedenen Antigenen hängt es auch zu- 
sammen, daß ein Blutimmunserum nur durch native Blutkörperchen, 


nicht aber durch gekochte oder Organzellen stark erschöpft wird, wäh- 
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rend die Hämolysine eines Organimmunserums außer von nativen Blut- 
körperchen auch von gekochten und Organzellen stark gebunden werden. 

Bereits Forssman hat sich mit der Frage beschäftigt, wie sich 
das Meerschweinchen, das ja das Antigen für Hammelblut in seinen 
Organen besitzt, einer Injektion der eigenen Organzellen gegenüber ver- 
hält. Er hielt es nämlich nicht für ausgeschlossen, daß dadurch ein 
spezifisches Hammelhämolysin entsteht, und brachte die Erscheinung mit 
der Eventualität, daß bei Meerschweinchen, die Hammelblut normaler- 
weise lösen, es zu einem Zellzerfall gekommen ist, der das Entstehen des 
Hämolysins bedingt, in Zusammenhang. Es war ihm jedoch nicht gelungen, 
durch Injektion von Meerschweinchenorganen beim Meerschweinchen ein 
Hämolysin zu erzeugen. Auch Doerr und Pick sind dieser Frage nahe- 
getreten, indem sie durch Behandlung mit Pferdeorganen beim Meer- 
schweinchen ein Hammelhämolysin und ein für Meerschweinchen giftiges 
Serum erzielen wollten. Das negative Resultat, das sie nach beiden Rich- 
tungen hin hatten, erklärten sie damit, daß das Meerschweinchen, welches 
das Antigen ohnehin in seinen Organen besitzt, eine erneute Zufuhr nicht 
als körperfremd empfindet und deshalb nicht reagiert. 

Nachdem es nun durch die Versuche von Forssman und 
Doerr und Pick erwiesen schien, daß Organzellen beim Meer- 
schweinchen kein hämolytisches Serum erzeugen, so war auch 
dasselbe negative Resultat mit gekochten Hammelblutkörperchen, 
die ja mit dem Organantigen identisch sein sollen, zu erwarten. 
Es schien uns trotzdem von Interesse, diese Versuche aus- 
zuführen, insbesondere deshalb, weil wir dadurch einen Einblick 
zu gewinnen hofften in die Verhältnisse, in denen die Bindung 
zur Antikörperentstehung steht. 

Wir haben zunächst 3 Meerschweinchen in einem Zwischen- 
raum von 5 Tagen viermal mit је 1 ccm !/, Stunde im Wasser- 
bade gekochten Hammelblutkörperchen, die dreimal gewaschen 
waren, intraperitoneal vorbehandelt und sie 8 Tage nach der 
letzten Injektion verblutet. Die Titration der 30 Minuten auf 
54° erhitzten Sera ergab folgendes Resultat. 


Versuch 1. 

Immunserum Komplemement 1 чино ш ПІ 
0,1 0,1 k k k 
0,05 0,1 k k k 
0,025 0,1 k f. k k 
0,01 0,1 fk m k 
0,0075 0,1 st Sp et 
0,005 0,1 m 0 т 
0,0025 0,1 Sp 0 Sp 
0,001 0,1 d 0 0 
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Komplement allein 0,2 Sp 
0.15 0 
0,1 0 


Hammelblut wurde stets in der Menge von 1 ccm einer 
5°/ igen Lösung zugesetzt. 
k — komplett, st = stark, m = mäßig, w = wenig, Sp = Spur. 


Dieser Versuch lehrt, daß Serum I und III bis 0,005, Se- 
rum II bis 0,01 deutliche Hämolyse aufweisen. Da normale 
Meerschweinchensera in der Dosis von 0,1 im inaktivierten Zu- 
stand mit aktivem, nicht lösendem Serum als Komplement nicht 
lösen, so ist in diesen Versuchen eine Hämolysinsteigerung um 
das 10 bis 20#асһе gelungen. Da nun aber Organzellen vom 
Meerschweinchen und Pferd sich zur Hämolysinerzeugung als 
ungeeignet erwiesen haben, eo ist aus unseren Ermittelungen 
zunächst der Schluß zu ziehen, daß das Antigen in den ge- 
kochten Hammelblutkörperchen mit dem der Organzellen nicht 
identisch ist. 

Weiter mußten wir prüfen, wie sich diese Immunsera Ziegen- 
und Rinderblutkörperchen gegenüber verhalten. 


Versuch 2. 

Immun- Komple- I п ш 
serum ment Rind Ziege Rind Ziege Rind Ziege 
0,1 0,1 k k d k 0 k 
0,05 0,1 k k 0 st 0 k 
0,025 0,1 fk w d 0 0 w 
0,01 0,1 0 0 0 0 0 0 
0,075 0,1 d d d d d d 
0,005 0,1 0 0 0 0 0 0 


Wirsehen zunächst, daß Ziegenblutkörperchen zwarschwächer, 
jedoch in demselben Verhältnis wie Hammelblutkörperchen ge- 
löst werden. Serum I löst jedoch auch Rinderblut und unter- 
scheidet sich sonach von einem auf dieselbe Weise beim Kanin- 
chen hergestellten Immunserum (Sachs und Nathan). 

Es schien nun wichtig, zu untersuchen, ob die durch ge- 
kochte Blutkörperchen erzeugten Hämolysine von den Organ- 
zellen des Meerschweinchens gebunden werden. Als Kontrolle 
für eine etwaige nichtspezifische Adsorption haben wir gleich- 


zeitig Kaninchenorgane zur Behandlung der Sera verwendet. 
17* 
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Versuch 3. 


0,5 g Meerschweinchen- und Kaninchennieren würden mit je 
0,5 Serum, 3fach verdünnt, 1 Stunde bei 37° behandelt und 
hierauf zentrifugiert. 


Таййиб Kom: Mit Meerschweinchen- Mit Kaninchenniere 


3fach verdünnt plement ее м. I dir ia Ш 

0,6 0,05 k k k k k k 

0,3 0,05 k k k k k k 

0,15 0,05 k f. k f. k k f. k k 

0,03 0,05 m m w st m m 

0,15 0,05 wW w w w w m 
Komplement 0,1 0 
0,05 d 


Dieser Versuch beweist eindeutig, daß die Organzellen des 
Meerschweinchens nicht befähigt sind, die durch gekochte 
Hammelblutkörperchen erzeugten Hämolysine zu binden. Dieses 
Resultat würde wiederum besagen, daß das Antigen der ge- 
kochten Blutkörperchen nicht mit dem der Organzellen überein- 
stimmt, was eigentlich nach den Feststellungen von Doerr 
und Pick, ferner von Sachs und Nathan nicht zu erwarten 
war. Denn nach diesen Ermittelungen durften entweder die 
gekochten Blutkörperchen beim Meerschweinchen Hämolysine 
nicht erzeugen, oder es müßten, wenn dies doch der Fall ist, 
diese von den ÖOrganzellen des Meerschweinchens gebunden 
werden. 

Die Meerschweinchenimmunsera wurden nun bei Meer- 
schweinchen auf ihre Giftigkeit geprüft. 

Meerschweinchen 1: 4 ccm Immunserum I intravenös. Un- 
ruhe. 1!/, Stunde nach der Injektion 38°. 

Meerschweinchen 2: 4,5 ccm Immunserum II intravenös. Ver- 
hält sich wie Meerschweinchen І. 

Meerschweinchen 3:5ccm Immunserum III intravenös. Ver- 
hält sich wie Meerschweinchen 1. 

Die drei Immunsera sind selbst in hohen Dosen für Meer- 
schweinchen trotz ihres Gehaltes an Hammelbluthämolysinen 
ungiftig, was entsprechend den bisherigen Anschauungen des- 
halb leicht erklärlich ist, weil die Meerschweinchenzellen keine 
Beziehung zu diesen Hämolysinen aufweisen. 
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Nach diesen Feststellungen, die in das Schema der bisher 
geltenden Anschauungen nicht vollkommen passen, hielten wir 
es für notwendig, eine Reihe weiterer Versuche anzustellen, 
insbesondere nach der Richtung hin, ob sich eine Differenz er- 
gibt, wenn wir Meerschweinchen statt mit gekochten mit nativen 
Hammelblutkörperchen vorbehandeln. Gleichzeitig haben wir 
als Kontrolle für eine etwaige nichtspezifische Hämolysinsteige- 
rung auch Tiere mit eigener Niere immunisiert. 

Meerschweinchen А, В, С, D erhielten in 5ёёріреп Zwischen- 
räumen je 1 g Meerschweinchenniere intraperitoneal und wurden 
8 Tage nach der letzten Injektion verblutet. 

Meerschweinchen 1, II, ПІ, IV wurden auf dieselbe Weise 
dreimal mit је 1 ccm !/, Stunde gekochten Hammelblutes vor- 
behandelt. 

Meerschweinchen 1, 2, 3, 4 erhielten dieselben Injektionen 
von je 1сст dreimal gewaschenen nativen Hammelblutes. 

Die beifolgende Tabelle zeigt die Titration der Sera der 
drei Gruppen. Die Sera wurden 30 Minuten auf 54° erhitzt. 


Versuch 4. 
Serum- Kom- Sera von den Tieren 
menge plement А В С р I п II IV 1 2 3 4 
— — 
0,1 010000 K k k k 
0,05 010000 КЕ k k k Alle Sera 
0,025 01 0000 k k k f.k binnen 15 Min. 
0,01 01 0 0 О О fk fk f.k Sp komplett ge- 
0,005 01 О 0 ОО m m s 0 löst 
0,0025 01 0 O O O Sp Sp Sp 0 
Komplement allein 0,15 Sp 
0,1 О 


Dieser Versuch zeigt zunächst, daß keines der mit Meer- 
schweinchenniere vorbehandelten Tiere in der Dosis von 0,1 
löst, daß ferner sämtliche der mit nativen Blutkörperchen ge- 
gewonnenen Immunsera sehr rasch bis zur Titregrenze, die hier 
gar nicht erreicht ist, wirksam sind. Auch die mit gekochten 
Blutkörperchen erzeugten Sera weisen eine relativ große Hämo- 
lysinmenge auf, die jedoch sowohl hinsichtlich der Höhe hinter 
den ersteren zurückbleibt, als insbesondere hinsichtlich der Zeit, 
innerhalb der die Hämolyse auftritt, ganz auffallend differiert. 
Denn während bei ersteren die Lösungen innerhalb 15 Minuten 
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sehr weit fortgeschritten sind, beginnen sie bei letzteren erst 
um diese Zeit, so daß erst nach 2 Stunden die Titregrenze 
erreicht ist. 

Die Sera wurden nun auf ihre hämolytische Fähigkeit 
für Rinder- und Ziegenblut geprüft. 


Versuch 5. 


Hämolyse für Rinderblut. Zusatz von je 1 ccm einer 
5°/ (gen Aufschwemmung. 
Serum- Kom- Sera von den Tieren: 


menge plem. A B C D I IH II IN 1 2 8 4 
0,2 01 О О О О О О О E т k k k 
ол ол 0000000 k бр {К Е Lk 
0,05 01 о о о ооо O st 0 m st st 
0,01 01 0 0 OO OO Om 0 0 о о 


Hämolyse für Ziegenblut. Zusatz von је 1 ccm einer 
5°/ (gen Aufschwemmung. 


Serum- Kom- А B C D 1 un mm Serum- | 


menge plem. menge a R > 
02 01 0000k k kasst 0,05 k К k k 
DI 01 0000k k fkw 001 k k k K 
0,05 01 О О О О ksstm О 0,005 ш k k k 
0,01 01 0000m w w O 0,001 бр ш m m 


Komplement allein 0,15 0 
mit Rinder- und Ziegenblut 0,1 0 


Was пип das Verhalten unserer Sera gegen Ziegen- und 
Rinderblut betrifft, so geht aus dem vorhergehenden Versuch 
hervor, daß das Verhältnis des Lösungseffektes gegen Ziegen- 
blut ungefähr dasselbe ist wie gegen Hammelblut; so sehen 
wir, daß die gegen Hammelblut am schwächsten wirkenden 
Immunsera IV und 1 auch Ziegenblut am schwächsten lösen. 
Die Hämolyse gegen Rinderblut ist bei dreien der mit nativen 
Blutkörperchen und bei einem der mit gekochten Blutkörperchen 
vorbehandelten Tiere deutlich ausgesprochen, bei drei Tieren 
der letzteren Gruppe fehlt sie vollkommen, bei einem der 
ersteren ist sie nur angedeutet. Die mit Meerschweinchenniere 
vorbehandelten Tiere lösen weder Rinder- noch Ziegenblut. 
Diese Ergebnisse stimmen insofern nicht vollkommen mit den Er- 
wartungen überein, als das mit gekochtem Blut vorbehandelte 
Meerschweinchen IV Rinderblut löst. Wir erinnern daran, daß 
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auch aus der früheren Serie ein analog behandeltes Tier Hämo- 
Јувіпе gegen Rinderblut aufwies. Es scheint zwar das Auftreten 
der Rinderbluthämolysine in diesen Fällen ziemlich selten, je- 
doch nicht eine Zufälligkeit zu sein. Falls nun dieses Ereignis 
nicht zu den Ausnahmen gehören sollte, so würde es darauf 
hinweisen, daß für das Entstehen der Hämolysine nicht nur 
die Verschiedenheit der Antigene, sondern auch die Verschie- 
denheit der Tiere eine Rolle spielt. Allerdings müßte erst an 
zahlreichen Kaninchen untersucht werden, ob nicht auch bei 
diesem Tiere nach Injektion von gekochtem Hammelblut das 
eine oder andermal Rinderbluthämolysine auftreten. 

Viel mehr Interesse als diese mehr nebensächliche Frage, 
deren Entscheidung in unserem Sinne nur beweisen würde, daß 
in dem gekochten Blut noch Reste der spezifischen Bluthämo- 
lysine vorhanden seien, die Immunkörper vom Typus der Blut- 
hämolysine und nicht der Organhämolysine erzeugen, schienen 
uns die Bindungsversuche mit den verschiedenen Immunseris 
zu sein. 

Versuch 6. 

Die Versuche sind so angeordnet, daß je 1 g der ver- 
schiedenen gewaschenen Nierenemulsionen mit der angegebenen 
Serumverdünnung unter häufigem Umschütteln 1 Stunde bei 
37° im Brutschrank behandelt und hierauf klar zentrifugiert 
wurden. Das gekochte und native Hammelblut, das zur Behandlung 
diente, wurde stets in der Menge von 1 ccm Vollblut, das 
zweimal gewaschen wurde, benutzt. 

M.N. = Meerschweinchenniere, K.N. == Kaninchenniere, 
Pf.N.—Pferdeniere, H.g.—=gekochtes Hammelblut, Н.р. = natives 
Hammelblut. 

Bindungsversuche mit Serum I (mit H.g. hergestellt). 

Es werden stets 0,5 Serum I 4 4,5 NaCl mit den zentri- 
fugierten oben genannten Sätzen von M.N., K.N. usw. be- 
handelt und hierauf auf ihren Hämolysingehalt geprüft. 


Serum- Kom- Behandelt mit: 

menge plement MN. KN. РМ. Hg. H.n. Nativ. 
2,0 0,075 k k k k k k 
1,0 0,075 k k k k k k 
0,5 0,075 k k k К в. st k 
0,1 0,075 st m s.st вё Sp В. st 


0,05 0,077 Sp Sp Sp Sp О m 
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Bindungsversuche mit Serum 1 (mit H.n. hergestellt). 
Es werden 0,25 Serum 1 -+ 2,25 NaCl wie oben behandelt. 
Behandelt mit: 


Serummenge Кош- Sg А 
plement М.-М. К.М. РЕМ. Нр На. Nativ. 
0,5 0,075 k k k k k k 
0,1 0,075 k k k k k k 
0,05 0,075 k k k k в. st k 
0,01 0,075 m m m m Sp m 
0,005 0,075 d d d 0 О О 
Komplement allein 0,15 0 
0,1 О 


Die Bindungsversuche mit Serum I bestätigen zunächst 
die bereits mitgeteilten Experimente mit den früheren analog 
hergestellten Immunseris, indem die Nierenzellen des Meer- 
schweinchens die Hämolysine, die durch ein Antigen, das mit 
den Organzellen identisch sein soll, erzeugt wurden, nicht binden. 
Auch die Pferdenieren verhalten sich bezüglich der Bindung 
vollkommen negativ, ebenso die Kaninchennieren, das einzige 
was den Erwartungen entspricht. 

Auffallend und mit den Vorstellungen der Seitenketten- 
theorie zunächst nicht in Einklang zu bringen ist die Tatsache, 
daß auch die gekochten Hammelblutkörperchen, also das An- 
tigen, auf das die hier geprüften Hämolysine gebildet wurden, 
keine Bindung aufweisen, und selbst die nativen Blutkörperchen 
zeigen nur einen minimalen Bindungsefickt. 

Auch das mit nativem Blut hergestellte Immunserum weist 
dasselbe Verhalten auf, indem auch hier, was ganz besonders 
auffallend ist, die Bindungskraft des unveränderten Blutes 
äußerst gering ist. Alle übrigen Emulsionen binden über- 
haupt nicht. 

Versuch 7. 

Bindungsversuche mit Serum П (mit He hergestellt). 

0,5 Serum II -+ 4,5 NaCl werden mit den verschiedenen 
Emulsionen behandelt. 

Behandelt mit: 


Serummenge Kom- Е | r 
plement M.N. K.N. РЕМ. Hg. H.n. Nativ. 

2,0 0,05 k k k k k k 

1.0 0,05 k k k k f.k k 

0,5 0,05 k k k k m k 

0,1 0,05 О О О О 0 m 

0,05 0,05 0 0 О О О 0 
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Bindungsversuche mit Serum 2 (mit H.n. hergestellt). 
0,25 Serum 2 + 4,75 NaCl werden mit den verschiedenen 
Emulsionen behandelt. 


a Kom- Behandelt mit: 
etummenge plement M.N. K.N. РЕМ. Нр. Н.п. Nativ. 


0,25 0,05 k k k k k k 
0,1 0,05 k k k k k k 
0,05 0,05 k k k k k k 
0,025 0,05 k k k k К К 
0,015 0,05 k k k k f.k k 
0.005 0,05 wW w Sp st w w 

Komplement allein 0,1- Sp 

0,075 d 


In diesem Versuche wurden die Blutkörperchen desselben 
Hammels zur Behandlung der Immunseras benutzt, der das 
Blut für die Immunisierung der Tiere geliefert hatte. 

Die Sera II und 2 unterscheiden sich bezüglich der Bin- 
dung nicht von den vorangehenden, indem auch hier die ge- 
kochten Blutkörperchen bei beiden Immunseris keine nach- 
weisbare Bindung zeigen und die nativen aus beiden Seris nur 
geringe Mengen von Hämolysinen verankern. Eine geringe 
Abschwächung des Serums II ist durch alle Emulsionen zu 
konstatieren, die sicherlich auf Rechnung einer nichtspezifischen 
Adsorption zu setzen ist, da sie auch bei der Kaninchenniere, 
bei der bindende Gruppen von vornherein nicht zu erwarten 
sind, vorhanden ist. 


Versuch». 


Bindungsversuche mit Serum III (mit H.g. hergestellt). 
0,5 Serum III +4 4,5 NaCl werden mit den verschiedenen 
Emulsionen behandelt. 


Kom- Behandelt mit: 
Serummenge plement M.N. К.М. РЕМ. Hg. Н.п. Nativ. 


2,0 0,1 k k k k Sp k 
1,0 0,1 st st f.k st О К 
0,5 0,1 Sp Sp st Sp О К 
0,25 0,1 0 0 0 0 0 st 

0 w 


0,1 01 0 0 0 О 
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Bindungsversuche mit Serum 3 (mit Н.п. hergestellt). 
0,1 Serum 3 + 2,9 NaCl werden mit den verschiedenen 
Emulsionen behandelt. 


8 Kom- Behandelt mit: 
erummenge plement MN. K.N. РЕМ. На Нии. Nativ. 


1,0 0,1 Е k k k Е k 
0,25 0,1 k k k К k k 
0,1 0,1 k k k k k k 
0,05 0,1 k k k k f.k k 
0,02 0,1 st st st st m st 
0,01 0,1 0 0 0 0 0 0 

Komplement allein 0,15 Sp 

0,1 d 


Abgesehen davon, daß hier die nichtspezifische Adsorption 
bei Serum III noch etwas stärker ausgesprochen ist, ist die 
sonstige Übereinstimmung mit den früheren Seris eine voll- 
kommene. 


Versuch 9. 


Bindungsversuche mit Serum IV (mit H.g. hergestellt). 
0,5 Serum IV — 4,5 NaCl werden mit den verschiedenen 
Emulsionen behandelt. 


Kom- Behandelt mit: 
Serummenge plement M.N. KN. РЕМ. Hg. Hn. Nativ. 


2,0 0,05 m m f.k f.k wW k 
1,0 0,05 Sp Sp m m 0 m 
0,5 0,05 d 0 0 О d w 
0,25 0,05 0 0 0 0 O 0 
0,1 0,05 0 0 0 0 0 0 


Bindungsversuche mit Serum 4 (mit Н.р. hergestellt). 
0,1 Serum 4 + 2,9 NaCl werden mit den verschiedenen 
Emulsionen behandelt. 


Kom- d it: 

Serummenge plemeni MN КМ. — — H.n. Nativ. 
1,0 0,05 k k k k k k 
0,25 0,05 k k k k k k 
0,1 0,05 k k k k m k 
0,05 0,05 k f.k k k Sp k 
0,02 0,05 w бр m m 0 m 
0,01 0,05 0 0 O О d 0 

Komplement allein 0,1 Sp 
0,075 О 
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Abgesehen davon, daß die Bindung der unveränderten 
Hammelblutkörperchen bei Serum 4 etwas mehr ausgesprochen 
ist, stimmen im übrigen diese Sera mit den früheren völlig 
überein. 

In einem weiteren Versuche wollten wir noch die Bindungs- 
fähigkeit der Ziegenblutkörperchen, die von unseren Immunseris 
in erheblichem Maße gelöst wurden, feststellen. 


Versuch 10. 


Der 2mal gewaschene Bodensatz von 1 ccm Ziegenvollblut 
wird sowohl mit den Seren I, II, III und zwar 0,5 Serum 4 
4,5 NaCl, als auch mit den Seren 1, 2, 3, 4 und zwar 0,25 Serum 
-+ 4,75 NaCl 1 Stunde im Brutschrank behandelt und dann 
titriert. 


Serum- Kom- Serum I Serum II Serum III 
menge plement behandelt nativ behandelt nativ behandelt nativ 
2,0 0,1 f. k k Sp k Sp k 
1,0 0,1 w k О f. k 0 f. k 
0,5 0,1 Sp в. st 0 w О w 
0,25 0,1 О О О Sp О 5р 

Serum- Kom- Serum 1 Serum 2 Serum 3 Serum 4 


menge plement behand. nat. behand. nat. behand. nat. behand. nat. 
1,0 0,1 k k k k k k k 
025 0,1 m k k k k k k 
0,1 0,1 0 m w k m k st 
0,05 0,1 0 0 0 wW Sp m w 


Komplement allein 0,15 0 
0,1 0 


£ www 


Die geringe Bindungsfähigkeit der Ziegenblutkörperchen 
zeigt der vorangehende Versuch. Daß die Bindung nur eine 
ganz minimale ist, geht aus der Untersuchung der Bodensätze 
hervor, die mit den Immunseris in Kontakt waren. Die zen- 
trifugierten Bodensätze wurden in 20 ccm Kochsalzlösung auf- 
geschwemmt und je 1 ccm davon mit Komplement versetzt. 


Kom- Blutkörperchenbodensatz von Serum: 
plement I II ПІ 1 2 А 3 4 
0,1 w w Sp m st st st 


0,05 Sp Әр Sp m m m m 


Komplement allein 0,15 0 
0,1 0 
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Wir sehen, daß die Ziegenblutkörperchen nicht so stark 
sensibilisiert waren, daß eine komplette Lösung zustande ge- 
kommen ist. Ob die Möglichkeit zu einer vollständigen Sen- 
sibilisierung vorlag, werden wir erst weiter unten konstatieren, 
bis wir die Mengen der den Blutkörperchen zur Verfügung 
gestellten Hämolysindosen berechnen werden. 

Die hochwertigen hämolytischen Immunsera 1, 2, 3, 4 
wurden in der Menge von je 4 ccm 4 Meerschweinchen injiziert; 
die Tiere zeigten außer kurzdauernder Unruhe keine Erschei- 
nungen, auch wiesen sie keine Temperatursenkung auf, ein 
Resultat, das ebenso wie das gleichartige frühere auf Grund 
der fehlenden Fixierungsfähigkeit durch die Meerschweinchen- 
zellen zu erwarten war. 

Das Überraschendste der hier mitgeteilten Befunde ist das 
Fehlen der Bindungsfähigkeit der gekochten Blutkörperchen und 
die geringe Bindungskraft des unveränderten Blutes. Ersteres 
ist um so weniger verständlich, als auch jene Hämolysine, die 
mit gekochten Blutkörperchen hergestellt sind, von diesen in 
nachweisbarer Menge nicht verankert wurden. Die geringe Ab- 
nahme des Titres, die man mit diesen erzielt, ist, wie die bei- 
gegebenen Kontrollen zeigen, auch mit Kaninchenniere, die 
sicherlich keine spezifischen bindenden Gruppen enthält, nach- 
weisbar, muß also als eine nicht spezifische Adsorption an- 
gesehen werden. Landsteiner und Prašek haben darauf 
hingewiesen, daß man bei Bindungsversuchen stets das Antigen, 
das zur Immunisierung gedient hatte, benutzen soll, und gerade 
für unsere vorliegenden Versuche sind diese Ermittlungen von 
Interesse, obzwar sie ja durch die neuen Feststellungen eine 
andere Deutung erfahren dürften, als ihnen die genannten Au- 
toren gegeben haben. Jedenfalls aber zeigen unsere Versuche, 
daß die durch gekochte Blutkörperchen erzeugten Hämolysine 
beim Meerschweinchen sich ganz wesentlich anders verhalten 
als beim Kaninchen. Es würde also hier ein Fall vorliegen, 
wo Antigene ohne nachweisbar zu binden, zur Immunkörper- 
erzeugung befähigt sind. Es ist ja richtig, daß die gekochten 
Blutkörperchen Hämolysine nicht in dem Masse erzeugen wie 
die nativen; wenn man jedoch bedenkt, daß das Kochen sowohl 
den physikalischen als auch den chemischen Zustand der Blut- 
körperchen tiefgreifend verändert, so kann es nicht wunder- 
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nehmen, wenn auch die antigene Fähigkeit geschädigt wird, 
doch nicht so weit, daß sie fehlt, trotzdem das Bindungsvermögen 
erloschen ist. Wir wollen auch nicht auf den letzten Punkt 
das Hauptgewicht legen nnd zugeben, daß man, wenn man die 
Versuchsbedingungen für eine Bindung ganz besonders günstig 
gestalten würde, vielleicht auch bei den gekochten Blutkörper- 
chen Spuren einer solchen nachweisen und als Ursache ihrer 
antigenen Fähigkeit ansehen könnte. Denn es ist ja ein be- 
liebter Einwand, darauf hinzuweisen, daß der Tierkörper das 
feinere Reagenz sei und daselbst eine Bindung, die man im 
Glase vermißt, trotzdem auftreten könnte. Allerdings hat Forss- 
man in trefiender Weise gezeigt, wie wenig dieser Einwand 
zu Recht besteht; denn Blutkörperchenmengen, die во gering 
sind, daß sie keine Hämolysine beim Kaninchen erzeugen, bin- 
den aus dem Kaninchenimmunserum im Reagensglase deutlich 
nachweisbare Mengen von Hämolysinen. Wir wollen vielmehr 
das Hauptgewicht darauf legen, daß, falls eine Verankerungs- 
fähigkeit der gekochten Blutkörperchen doch nachweisbar wäre, 
die Differenz zwischen Kaninchen und Meerschweinchen eine so 
enorme ist, daß dieselben Immunkörper, von demselben Antigen 
erzeugt, von diesem das eine Mal (vom Kaninchen) in der 
größten Menge, das andere Mal (vom Meerschweinchen) viel- 
leicht gar nicht verankert werden. 

Konnte man noch bei den gekochten Blutkörperchen die 
mangelhafte Bindungsfähigkeit mit der geringeren antigenen 
Wirkung in Zusammenhang bringen, so stößt man auf Schwie- 
rigkeiten, wenn man die gleichen Verhältnisse bei den nativen 
Blutkörperchen in Betracht zieht. Denn obwohl diese, wie 
aus unseren Versuchen hervorgeht, in ganz ausgezeichneter 
Weise zu Hämolysinbildung beim Meerschweinchen geeignet 
sind, ist ihre Verankerungsfähigkeit im Vergleiche mit den 
vom Kaninchen gewonnenen Immunseris eine äußerst geringe. 
Um die Bindungskraft der nativen Hammelblutkörperchen für 
die Hämolysine des vom Meerschweinchen gewonnenen Immun- 
serums zu bestimmen, müssen wir die Menge der von den 
Blutkörperchen gebundenen Hämolysine berechnen. Wir wollen 
diese Berechnung bei allen unseren untersuchten Seris durch- 
führen. 
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Serum I (Versuch 6). 
Einfach lösende Dosis . . 0,01 
Die zur Bindung dargebotene Serum- 
menge von 0,5 enthält вопас . . . 50 1D. 
Es wurden höchstens ?/, gebunden, d. Г 40 LD. 


Folglich hat 1 ccm einer 5°/,igen Aufschwemmung, da 
1 eem Vollblut zur Bindung verwendet wurde, 2 lösende 
Dosen gebunden. 


Serum 1 (Versuch 6). 
Einfach 1. D. höchstens . . . . . 2 2 . . . 0,0025 
0,25 enthalten dann . . . . . . 100 LD. 
Es wurde höchstens die Hälfte ‚gebunden, d.i. 50 1.D. 


Folglich hat 1 ccm der 5°/,igen Aufschwemmung 2?/,LD. 
gebunden. 
Serum II (Versuch 7). 
Einfach lösende Dosis . . . . 0,025 
0,5 enthalten . . . .. . . 20 LD. 
Gebunden sind */„, d. i i. . . .15 LD. 


Sonach hat 1 ccm 5°/ iger Aufschwemmung kaum 1 l. D. 
gebunden. 
Serum 2 (Versuch 7). 
Einfach lösende Dosis . . . 0,00075 
0,25 enthalten . . . . . . 350 LD. 


Ein Verlust ist hier durch die Behandlung überhaupt nicht 
festzustellen. 


Serum III (Versuch 8). 


Einfach lösende Dosis . . . . 0,025 
0,5 enthalten . .......201D. 
Gebunden sind knapp . . . . 2010р. 


Sonach hat 1 ccm der 5°/,igen Aufschwemmung 11. D. ge- 
bunden. 
Serum 3 (Versuch 8). 
Einfach lösende Dosis . . . . . . 0,001 
0,1 Serum enthält . . . . . . 100 1l D. 
Gebunden ist höchstens die Hälfte . 50 LD. 


Sonach hat 1 ccm der 5°/ igen Aufschwemmung höchstens 
21/, LD gebunden. 
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Serum IV (Versuch 9). 
Einfach lösende Dosis . . . . . 0,05 
0,5 Serum enthalten. . . . . .10 LD. 
Eine Bindung ist hier nur dann zu konstatieren, wenn 
man den Bruchteil einer lösenden Dosis annimmt. 


Serum 4 (Versuch 9). 


Einfach lösende Dosis . . . . 0,001 
0,1 Serum enthält, . . . . . 10012. 
Gebunden sind */,, а. і . . . 80 LD. 


Sonach hat 1 ccm der 5°/ igen Aufschwemmung 4 1. D. ge- 
bunden. | 

Nach diesen Berechnungen ergibt sich, daß die nativen 
Hammelblutkörperchen, und zwar 1 cem einer 5°/ igen Aufschwem- 
mung, d.i. jene Menge, nach der die einfach lösende Dosis 
bestimmt wird, oft nur 1 lösende Dosis, meist 2 und höch- 
stens 4 lösende Dosen aus dem Meerschweinchen-Immunserum 
binden. Um zu sehen, ob sich die Ziegenblutkörperchen ebenso 
verhalten, haben wir auch diese geprüft, da unsere Immunsera 
gegen dieselben eine beträchtliche Lösungskraft aufwiesen (Ver- 
such 10). Da die Sera I bis IV Ziegenblut nur wenig lösten 
und die zur Bindung dargebotene Serummenge von 0,5 meist 
nur 5 lösende Dosen enthielten, so ist es selbstverständlich, 
daß 20 ccm 5°/,iges Blut diese Hämolysinmenge vollständig bin- 
den. Doch ist auch dies bei Serum I, das infolge seiner stär- 
keren Lösungskraft in 0,5 Serum 10 lösende Dosen enthält, 
nicht der Fall, da hier höchstens 8 lösende Dosen gebunden 
wurden. Die Berechnung der Menge der gebundenen Hämolysine 
aus den Seris 1 bis 4 durch die Ziegenblutkörperchen ergibt 
folgendes: 

Serum 1. 


Einfach lösende Dosis . . . . . . . 0,01 
0,25 enthalten . . . . . 25 LD. 
Es wurde die Hälfte gebunden, аі .12 lD. 


Sonach hat 1 ccm der 5°/ igen Aufschwemmung !/, lösende 
Dosis gebunden. 
Serum 2. 


Einfach lösende Dosis . . . . . . . 0,005 
0,25 enthalten . . ; > LD 
Es wurde die Hälfte gebunden, d. i. . 25 LD 
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Sonach hat 1 cem der 5°/ igen Aufschwemmung etwas mehr 
als 1 lösende Dosis gebunden. 

Serum 4 und 5 verhalten sich ganz genau so, so daß auch 
bei diesen beiden Seris 1 ccm einer 5°/ igen Ziegenblutauf- 
schwemmung etwas mehr als 1 lösende Dosis gebunden haben. 

Es geht daraus hervor, daß sich auch die Ziegenblutkör- 
perchen nicht anders verhalten, da diese in unseren Versuchen 
nicht mehr als eine lösende Dosis verankern. 

Was nun die Bindungskraft der Blutkörperchen für die 
beim Kaninchen erzeugten Hammelbluthämolysine betrifft, so 
finden wir Anhaltspunkte darüber in den Arbeiten von Forss- 
man. Aus diesen geht hervor, daß 1 ccm einer 5°/ igen 
Aufschwemmung von Hammelblut aus dem mit gewöhnlichen 
Blutkörperchen hergestellten hämolytischen Immunseris 140 lö- 
sende Dosen, aus den mit Organzellen erzeugten 290 lösende 
Dosen bindet. Weder aus der Arbeit von Doerr und Pick, 
noch weniger aber aus der von Orudschiew können wir uns 
ein Urteil über die Stärke der Bindung der Blutkörperchen 
bilden. Orudschiew mischt 1,6 ccm eines 100fach verdünnten 
Immunserums vom Titre 0,00025 mit 1,6 ccm Hammelvollblut, 
was 20 ccm einer 8°/ igen Aufschwemmung entspricht, die er 
zur Bestimmung der hämolytischen Titres verwendet. Sonach 
enthalten 0,016 Immunserum, die ег den 20 ccm der 8°/ igen 
Aufschwemmung zur Bindung darbictet, 60 lösende Dosen, во 
daß 1 ccm nur 3 lösende Dosen zur Verfügung stehen. Daß 
diese gebunden werden, ist nun ganz selbstverständlich, da 
nach den obigen Angaben von Forssman mehr als 100 Dosen 
verankert werden. Demnach ist auch der Autor zu dem Schluß, 
den er zieht: „daß die Hammelblutamboceptoren.... durch das 
Hammelblut... in sehr starkem Maße gebunden werden“, auf 
Grund seiner Versuche nicht berechtigt, da er den Blutkörper- 
chen gar nicht die Möglichkeit bot, ihre starke Bindungsfähig- 
keit zu entfalten. Obzwar Doerr und Pick viel größere Immun- 
serumdosen anwendeten, so haben sie doch nicht die Bindungs- 
kraft der Blutkörperchen voll ausgenutzt. Indem sie 500 lö- 
sende Dosen mit 20 ccm 5°/,igen Blutes behandelten, die 
selbstverständlich vollständig gebunden wurden, standen je 1 ccm 
Blut nur 25 lösende Dosen zur Verfügung, so daß auch hier 
noch viel mehr gebunden worden wäre. 
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Um uns selbst von der Bindungskraft der Blutkörperchen 
für die Hämolysine des Immunserums vom Kaninchen zu über- 
zeugen, haben wir zwei Sera geprüft. Das eine war ein mehrere 
Monate altes, durch Injektion mit Hammelblutkörperchen ge- 
wonnenes Immunserum, dessen einfach lösende Dosis 0,0003 
betrug. 

Versuch 11. 

Es wurden 0,2 Immunserum mit 4ccm einer 5°/,igen Blut- 
aufschwemmung und 2,8 cem NaCl gemischt und eine Stunde im 
Brutschrank belassen. Nach einer Stunde wurde dann sorgfältigst 
zentrifugiert, damit sich nicht im Abguß Blutkörperchen befinden, 
die dann selbstverständlich durch das Überspringen der Hämo- 
lysine auf die nachher zugesetzten unsensibilisierten Blutkörper- 
chen das Resultat stören würden. Der Abguß wurde dann titriert. 

Als Kontrolle wurde die Serumverdünnung 1:35, die eben- 
falls eine Stunde in den Brutschrank gestellt wurde, titriert. 


Serum- Behandeltes Natives 
menge Immunserum Immunserum 
0,5 k k 

0,25 k k 

0,1 Lk Е 
0,05 О k 

0,02 О К 

0,10 0 f. k 
0,005 d w 


Die Titration des unveränderten Immunserums ergibt einen 
Тиге von weniger als 0,0003, so daß 0,2 Immunserum 700 16- 
sende Dosen enthalten. Während vor der Behandlung die ein- 
fach LD in 0,01 der Verdünnung enthalten ist, so stellt nach 
derselben 0,1 die einfach 1. D. dar, во daß 4ccm Blut ?/, 0 
also 630 1. D. gebunden haben. Sonach hat 1 ccm einer 
5°/ ,igen Aufschwemmung 157 lösende Dosen verankert. 

Das andere Immunserum stammte von einem Kaninchen, 
das mit Meerschweinchenniere mehrmals vorbehandelt war. Die- 
ses wurde frisch entnommen und sofort nach der Inaktivierung 
untersucht. 

Versuch 12. 

Es wurden 0,5 Immunserum mit 2,5 ccm BIL gem Blut 

und 2 NaCl gemischt, eine Stunde bei 37° behandelt und hier- 


auf zentrifugiert. 
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Als Kontrolle wurde die Immunserumverdünnung 1:10 
titriert. 


Serum- Behandeltes Natives 
menge Immunserum Immunserum 
2,0 0 —1) 
1,0 0 — 
0,5 d — 
0,25 d — 
0,1 О k 
0,05 О k 
0,025 0 k 
0,01 О f. k 
0,005 d m 


Der Titre des Immunserums ist 0,001 so daß 0,5 500 L D. 
enthalten. Vor der Behandlung war die einfach lösende Dosis 
in 0,01 der Verdünnung enthalten, und da nach der Behand- 
lung 2 ccm keine Lösung aufweisen, so kann man schließen, 
daß das gesamte Hämolysin gebunden wurde, so daß 1 ccm 
der 5°/ igen Aufschwemmung mindestens 250 lösende Dosen 
verankert hat. 

Es verhalten sich also nach diesen Feststellungen die roten 
Blutkörperchen des Hammels ganz verschieden, wenn man ihre 
Bindungsfähigkeit gegenüber Hämolysinen, die vom Kaninchen 
oder Meerschweinchen gebildet werden, prüft. Denn während, 
wie wir eben ausgeführt haben, im ersteren Falle 1 ccm einer 
5°/ igen Aufschwemmung 100 bis 250 mal seine lösende Dosis 
fixiert, so binden dieselben Blutkörperchenmengen beim Meer- 
schweinchen 1, 2 oder höchstens 4 lösende Dosen, ganz abge- 
sehen davon, daß man mit gekochten Blutkörperchen, die beim 
Kaninchen ebenfalls stark binden, eine Verankerung überhaupt 
nicht konstatieren kann. Infolge dieser, wie uns scheint be- 
deutsamen Verschiedenheit hinsichtlich der Bindung zweier 
gleichartiger Immunkörper bei zwei verschiedenen Tieren drängt 
sich der Gedanke auf, ob tatsächlich der Bindung jene Bedeu- 
tung zukommt, die ihr von der Seitenkettentheorie beigemessen 
wird. Für die Komplementbindung bei Bakterien und bei Ei- 
weiß konnten wir in mehreren Publikationen und in sehr zahl- 
reicherf Versuchen, die auf die verschiedenste Weise variiert 
wurden, den Nachweis erbringen, daß die Fixierung nur eine 


1) Nicht untersucht. 
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sekundäre Rolle spielt und nur dann zustandekommt, wenn 
das Antigen in corpusculärer Form vorliegt. Hier jedoch sehen 
wir, daß selbst bei corpusculären Elementen, den Blutkörper- 
chen, die Bindung beim Meerschweinchen so minimal ist, daß 
sie gegenüber der gleichartigen Reaktion beim Kaninchen prak- 
tisch als Null angesehen werden kann, insbesondere wenn wir 
die Resultate mit den gekochten Blutkörperchen berücksichtigen. 
Eine Erklärung dieser starken Differenz können wir auf Grund 
des vorliegenden Materials nicht geben, sondern nur Vermutungen 
aussprechen. Es wäre nämlich immerhin möglich, daß die 
starke Verankerungsfähigkeit beim Kaninchen auf einen sekun- 
dären Prozeß zurückzuführen ist. Wenn wir Choleraextrakt 
und aktives Choleraimmunserum zusammenmischen, so erfolgt 
eine Präcipitation, und diese hat zur Folge, daß sich corpus- 
culäre Komplexe bilden, die nun den Immunkörper verankern. 
Wird jedoch das Immunserum durch Erhitzen seiner Präcipi- 
tationskraft beraubt, so bleibt die Verankerung aus, obwohl 
die Reaktion zwischen Extrakt und Immunserum ungehindert 
und ungeschwächt eintritt. Es wäre nun nicht ausgeschlossen, 
daß bei der Immunisierung von Kaninchen mit Blut oder 
Organen neben den Hämolysinen auch andere Antikörper ent- 
stehen, die eine Veränderung der Antigene in dem Sinne be- 
wirken, daß sie die Hämolysine fixieren. Beim Meerschwein- 
chen würde dieser Antikörper in viel geringerem Maße zur 
Ausbildung gelangen, so daß hier die Fixation auch eine viel 
schwächere ist. Weitere Versuche werden lehren, ob sich diese 
Anschauung aufrechterhalten läßt. 


Zusammenfassung. 


1. Es gelingt bei Meerschweinchen mit gekochten Hammel- 
blutkörperchen spezifische Hämolysine zu erzeugen, obwohl die 
in ihnen enthaltenen Antigene mit denen der Organzellen iden- 
tisch sein collen. М: Meerschweinchenorganen gelingt jedoch 
die Erzeugung von Hämolysinen beim Meerschweinchen nicht. 

2. Diese Hämolysine lösen konstant Ziegenblut, manchmal 
auch Rinderblut. 

3. Nierenemulsionen vom Meerschweinchen, Pferd und 
Kaninchen binden diese Hämolysine nicht, auch bei gekochten 
Hammelblutkörperchen ist eine Verankerung nicht nachweisbar. 

18* 
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4. Native Hammelblutkörperchen binden nur in geringer 
Menge diese Hämolysine, und zwar 1 ccm einer 5°/,igen Auf- 
schwemmung ungefähr 2 lösende Dosen. 

5. Diese Immunsera sind für Meerschweinchen bis zu 5 ccm 
ungiftig. 

6. Die mit nativen Blutkörperchen des Hammels erzeugten 
hochwertigen Immunsera des Meerschweinchens lösen Ziegen- 
blut stark, meist auch, jedoch bedeutend schwächer, Rinderblut. 

7. Trotz ihres hohen Hämolysingehaltes sind auch die 
Immunsera bis zur Dosis von 4 ccm für Meerschweinchen un- 
giftig. 

8. Weder Meerschweinchen-, Pferde- und Kaninchennieren 
noch gekochte Hammelblutkörperchen weisen gegenüber diesen 
Hämolysinen eine Bindung auf. 

9. Native Blutkörperchen binden in der Menge von 1 сот 
einer 5°/,igen Aufschwemmung meist 2, höchstens 5 lösende 
Dosen. 

10. Da die gleiche Menge Hammelblutes aus dem beim 
Kaninchen erzeugten Immunserum 150 bis 250 lösende Dosen 
bindet, so drängt sich der Gedanke auf, daß hier sekundäre 
Prozesse intervenieren, so daß der Bindung selbst nicht jene 
Bedeutung zukommt, die ihr beigemessen wird. 
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Von 
Hermann K. Barrenscheen. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universität Straßburg 1. Е.) 
(Eingegangen am 21. November 1913.) 


I. 

Versuche, an der überlebenden Warmblüterleber bei künst- 
licher Durchblutung Glykogenansatz zu erzielen, gehen auf die 
siebziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts zurück. Über 
den ersten gelungenen Versuch berichtete 1875 Luchsinger’). 
Er leitete mit 1,5°/, Traubenzucker versetztes Hundeblut 
1°, Stunden durch die Leber eines Hundes, deren Glykogen- 
gehalt an einem unmittelbar vor dem Versuch entnommenen 
Kontrollappen bestimmt wurde. Es ergab sich für die durch- 
strömte Leber eine Steigerung von 0,6°/, auf 1,3°/, Glykogen. 
Luchsinger schloß daraus: entweder verhalten sich die ver- 
schiedenen Leberlappen in ihrem Glykogengehalt verschieden, 
oder es hat Glykogenbildung stattgefunden. Durch die Unter- 
suchungen von Grube), Nishit), Macleod und Pearce’), 
Parnas und Baer°), die eine annähernd gleichmäßige Ver- 


1) Die Ergebnisse der Arbeit wurden in der 85. Versammlung 
deutscher Naturforscher und Ärzte in Wien 1913 bereits in Kürze mit- 
geteilt. 

) Luchsinger, Experimentelle und kritische Beiträge zur Physio- 
logie und Pathologie des Glykogens. Inaug.-Diss. Zürich 1875. 

3) Grube, Arch. f. d. ges. Physiol. 107, 483. 

4) Nishi, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 62, 190. 

5) Macleod und Pearce, Amer. Journ. of Physiol. 27, 341. 

©) Parnas und Baer, diese Zeitschr. 41, 410, 1912. 
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teilung des Glykogens in der Leber nachgewiesen haben, er- 
scheint die von Luchsinger gestellte Alternative im Sinne 
einer Glykogenbildung entschieden. 

Daß diese Beobachtung Luchsingers jahrelang nicht die 
verdiente Beachtung gefunden hat, trotzdem an der Zuverlässig- 
keit des Autors kein Zweifel bestehen konnte, erklärt sich teils 
aus theoretischen Bedenken gleichzeitiger Autoren, teils aus 
dem negativen Ergebnis vereinzelter Nachprüfungen!). Erst 
1903 nahm Grube?) unter Brodies Leitung den Luchsinger- 
schen Versuch mit verbesserter Technik wieder auf. Er arbeitete 
mit Glucose und Fructose an Katzen- und Hundelebern. Ich 
gebe nachstehend eine Übersicht der Versuche, in denen er 
eine Glykogenvermehrung fand. 

Glykogengehalt der Leber 


Tierart Zuckerart der Байны е Zunahme 
°% 90 9 

Katze Glucose 1,50 2,27 0,77 

nm » 1,58 2,28 0,70 

я n 2,07 2,78 0,71 

nm » 0,46 1,73 1,23 

nm „ 0,74 2,04 1,30 
Hund э 1,90 2,22 0,32 

„ Fructose 1,77 1,96 0,19 

н 7 2,01 2,47 0,46 


Grube schließt aus seinen Versuchen nur, „daß in der 
überlebenden Leber unter günstigen Versuchsbedingungen eine 
Glykogenbildung zu erzielen ist“. Bedenkt man, daß seine 
Versuchsanordnung einerseits höchst mühevoll ist, ohne jedoch 
Fehlversuche auszuschließen, daß andererseits die von ihm beim 
Hund gefundenen Werte wenig über die Fehlergrenze hinaus- 
gehen, so findet man es begreiflich, daß dieses Verfahren nicht 
weiter methodische Verwendung zur Untersuchung des Kohlen- 
hydratstoffwechsels gefunden hat. Zudem kam, daß bald 
darauf in der von Grube?) ausgearbeiteten Durchblutung der 
überlebenden Schildkrötenleber ein Verfahren gefunden wurde, 


‚) Külz, Arch. f. d. ges Physiol. 24, 15, 1881. — Martz, Thöse de 
Lyon 1894. 
2) Grube, Journ. of Physiol. 29, 276, 1903; Arch. f. а. ges. Physiol. 107, 
409, 1905. 
3) Grube, Arch. f. d. ges. Physiol. 118, 1, 1907. 
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mit dem sich die Glykogenbildung mit großer Sicherheit und 
relativ einfacher Technik studieren ließ, und das auch daher 
in den nächsten Jahren zur Lösung einschlägiger Fragen mit 
Vorliebe herangezogen wurde. 

Aus Grubes Versuchen geht hervor, daß Glucose, Fructose 
und Glycerin bei der Schildkröte ausgesprochen als Glykogen- 
bildner fungieren, während der Lactose, Saccharose und Ara- 
binose, dem Glykokoll, Alanin und Casein diese Wirkung fehlt. 
In betreff der Galaktose und des Formaldehyds, die in einer 
Anzahl von Versuchen unzweifelhaft Glykogenspeicherung ver- 
anlaßten, in der Mehrzahl aber nicht!), ist es noch nicht 
möglich, eine endgültige Meinung auszusprechen. Parnas und 
Baer?) haben Grubes Versuchsreihe weiter ausgebaut. Dem- 
nach gehören zu den ausgesprochenen Glykogenbildnern noch 
Milchsäure, Glycerinsäure, Glycerinaldehyd®), Glykolaldehyd- 
dicarbonsäure und Glykolaldehyd, während Maltose‘), Hydr- 
acrylsäure und «a-Oxybuttersäure, Glykolsäure und «a-ß-Dioxy- 
buttersäure, Glyoxylsäure, Brenztraubensäure und Serin*) keinen 
Glykogenansatz veranlaßten, Äthylenglykol nur in einem unter 
zwei Versuchen deutlichen Ausschlag gab. 

Die Resultate dieser Schildkrötenversuche gehen über die 
Frage der Glykogenbildung im landläufigen Sinne weit hinaus. 
Sie lehren, daß die Leber nicht bloß durch Anhydrierung aus 
Monosacchariden ein Polysaccharid — das Glykogen — bildet, 
sondern, was noch bedeutungsvoller ist, daß sie aus bestimmten 
einfachen, nicht kohlenhydratartigen Fettkörpern durch eine 
echte Synthese Zucker aufzubauen vermag. 

Es erschien als nächstliegende Aufgabe, festzustellen, ob 
die bei der Schildkrötenleber beobachteten Tatsachen auch für 
die Menschen- und Säugetierleber Gültigkeit haben. Auf einem 
mehr indirekten Wege haben dies im Anschluß an ältere Ver- 
suche von Doyon und Morel’) zuerst Freund und Popper‘) 

1) Grube, Arch. f. а. ges. Physiol. 121, 636, 1908. — Schöndorf 
und Grebe, ibid. 138, 523, 1911. 

2) Parnas und Baer, diese Zeitschr. 41, 386, 1912. 

3) Giycerinaldehyd: Parnas, Centralbl. f. Physiol. 26, 671, 1912. 

t) Die Angaben über Maltose und Serin nach einer mündlichen 
Mitteilung des Herrn Dr. Рагпав. 


5) Doyon und Morel, Compt. rend. Soc. Biol. 56, 190, 1904. 
6) Freund und Popper, diese Zeitschr. 41, 56, 1912. 
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und unabhängig von ihnen K. Івһітогі!) zu erreichen gesucht. 
Sie brachten lebenden Tieren Zuckerlösung oder vermeintliche 
Zuckervorstufen intravenös bei und untersuchten nach einer 
gewissen Zeit die Leber auf Glykogenansatz. 

Es trat deutlicher Glykogenansatz ein 


nach Zufuhr von 
beim Hund und Kaninchen . . d-Glucose OD. о. М., Ег. u. P., 
n n ” n . . d-Fructose | Ish.), 
er war nicht nachweisbar 
nach Zufuhr von 


beim Hund und Kaninchen . . Saccharose 
” „ э э >} Lactose | (D. We М, Ish). 
” я”... . .. ... аша 
” SEENEN Мае EEN 
n nn 2.22 220020. . Mannit 
d nm A йу уб ТМС e d-Arabinose Du М) 
” nn 2222... . Glycerin 
» Kaninchen. . . .. . . Galaktose (Ish.). 


Ein Versuch Ishimoris mit Maltose beim Kaninchen er- 
gab kein unzweideutiges Resultat. 

Die sehr beachtenswerten Resultate dieser Autoren lassen 
jedoch immer noch den Einwand zu, daß sie mit den an der 
Schildkröte gewonnenen Erfahrungen nicht direkt in Parallele 
gesetzt werden können. Denn auch bei intravenöser Zufuhr 
läßt sich die isolierte Funktion eines Organes nicht mit Sicher- 
heit studieren, wir müssen hier immer mit der Wechselwirkung 
anderer Organe und ihrer Hormone rechnen. Es lag nahe, 
den von Luchsinger und Grube bereits mit einigem Erfolg 
eingeschlagenen Weg, die Durchblutung des isolierten Warm- 
blüterorgans, wieder aufzunehmen, und es erschien diese von 
Prof. Hofmeister angeregte Aufgabe um so aussichtsvoller, 
als das Straßburger Institut in dem verbesserten Mandelschen 
Durchblutungsapparat — wie er in allerletzter Zeit von Freise?) 
beschrieben wurde — ein Hilfsmittel besitzt, das weitgehenden 
Ansprüchen auf Zuverlässigkeit und Bequemlichkeit entspricht, 
namentlich aber in betreff der wünschenswerten Sauerstoff- 


1) K. Ishimori, diese Zeitschr. 48, 332, 1913. 
2) Freise, diese Zeitschr. 56, 1912. 
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sättigung des Blutes!) der Leistung der Lungenatmung nicht 
nachsteht. In der Tat ergab sich, daß die Durchblutungs- 
methode bei der von mir gewählten Versuchsanordnung mit 
genügender Zuverlässigkeit arbeitet, um sie nicht bloß zur 
Beantwortung der zunächstliegenden physiologischen, sondern 
auch von pathologischen Fragen heranzuziehen. 


II. 
Über Glykogenbildung in der isolierten normalen 
Säugetierleber. 

Im Anschluß an die Erfahrungen, die an der Schildkröten- 
leber gesammelt worden sind, kamen zur Untersuchung: von 
Monosacchariden Dextrose, Lävulose und Galaktose, von 
Disacchariden Maltose, außerdem Äthylenglykol, Glycerin, 
Glykolaldehyd, Milchsäure, Glycerinsäure, von Amino- 
säuren d-l-Alanin. 


Zur Technik der Versuche. 


Als Versuchstiere wurden zunächst Kaninchen verwendet. 
Die vielen Nachteile, welche die in diesem Falle unvermeidliche 
Anwendung des artfremden Blutes mit sich bringt, veranlaßten 
mich nach einer größeren Reihe von Mißerfolgen, zu Hunden 
überzugeben, wo die Durchblutung mit arteigenem Blute möglich 
war. Meist genügte das Blut des Versuchstieres und das eines 
zweiten, größeren Tieres; nur in vereinzelten Fällen wurde das 
Blut von noch zwei Tieren verwendet. Wurde nicht genügend 
Blut gewonnen, so verdünnten wir ohne Nachteil das Blut 
mit einer isotonischen Salzlösung von folgender Zusammen- 
setzung: NaCl 0,9°/,, CaCl, 0,024°/,, RO 0,042°/,, NaHCO, 
0,03°/,, Traubenzucker 0,08°/,?). Der Gehalt an Bicarbonat 
wurde absichtlich so hoch gewählt, da in früheren Versuchen 
am Schluß der Durchblutung eine schwach saure Reaktion des 
Blutes beobachtet worden war. Physiologische Kochsalzlösung 
erwies sich im allgemeinen als nicht so geeignet. Eine Ver- 
dünnung des Blutes im Verhältnis 1:1 erwies sich als voll- 


1) Wie Parnas (l. с.) zeigen konnte, vermag die Schildkrötenleber 
Glykogen aus Traubenzucker nur zu bilden, wenn ihr Sauerstoff zu- 
geführt wird. 

1) Vgl. Franz Müller, Handb. d biochem. Arbeitsmethoden 8, 326. 
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kommen brauchbar, auffallendes Ödem des Organes oder weit- 
gehendere Hämolyse wurde dabei nie beobachtet. 


Im einzelnen gestaltete sich die Versuchsanordnung wie folgt. 

Die Tiere wurden sämtlich durch Entbluten getötet. Bei den 
Hunden wurde im Anfang Äthernarkose eingeleitet. Die Empfindlichkeit 
einzelner Tiere gegen Äther sowie die Erfahrung, daß die Leber bei zu 
intensiver Narkose in ihren vitalen Funktionen aufs schwerste geschädigt 
wird — durch die Leber eines zu Tode narkotisierten Tieres strömt das 
Durchblutungsblut ohne erkennbare Sauerstoffabgabe, man gewinnt den 
Eindruck, das Blut fließe, ohne die Capillaren zu passieren, aus einem 
großen Gefäße in ein anderes über —, veranlaßten uns jedoch, von 
einer einleitenden Narkose abzusehen. Nach möglichst weitgehender 
Entblutung wurden Thorax und Abdomen rasch geöffnet, das Zwerchfell 
an seiner Insertion an der seitlichen Thoraxwand durch einen Scheren- 
schlag abgetrennt, eine Kanüle in die Vena cava inferior oberhalb des 
Zwerchfells eingebunden, ebenso in die Pfortader nach Unterbindung 
des Ductus choledochus und der Arteria hepatica. Nach Unterbindung 
der Vena cava inferior unterhalb der Leber wurde das Organ vollends 
herausgenommen, rasch gewogen und nach Abbindung und Lostrennung 
des Kontrollappens sofort an den Durchblutungsapparat angeschlossen. 
Die ganze Manipulation beansprucht bei einiger Übung und Geschicklich- 
keit höchstens 5 Minuten. Bei raschem Arbeiten kommt die Durch- 
blutung sofort bei niederem Druck in Gang — Störungen durch Ge- 
rinnselbildung wurden fast nie beobachtet —, das hellrote arterielle 
Blut strömt dunkelvenös aus der Leber aus, das vorher praktisch blut- 
leere Organ füllt sich rasch und nimmt eine pralle Konsistenz an. 

Im Verlaufe unserer Arbeit ergab sich eine Reihe von Bedingungen, 
die für das Gelingen der Versuche maßgebend sind und hier noch an- 
geführt werden sollen. 

In Übereinstimmung mit Grube!) möchte ich nochmals betonen, 
daß rasches Arbeiten bei der Präparation der Leber unerläßlich ist. Die 
glykogenbildende Funktion def Warmblüterleber scheint weitaus empfind- 
licher zu sein als z. B. die Fähigkeit, Harnstoff zu bilden. Vielleicht 
spielt bei dieser Empfindlichkeit längerdauernde Asphyxie eine Rolle. 
Zum Teil Asphyxiewirkung dürfte auch der deletäre Einfluß sein, den 
ein allzu hoher Druck bei der Durchblutung spielt. Bei Anwendung 
artfremden Blutes, auch wenn dasselbe mit isotonischer Salzlösung ver- 
dünnt ist, macht sich dessen toxischer Einfluß auf die Gefäße in über- 
aus störendem Maße geltend). 

Es gelingt oft kaum bei einem Druck von 100 mm Quecksilber und 
mehr die Durchblutung im Gange zu halten, die zuführenden Gefäße sind 


1) Grube, Le 

2) Vgl. darüber auch Battelli, ferner Du Bois-Reymond, Brodie 
und Fr. Müller, zit. nach Fr. Müller, Handb. d. biochem. Arbeits- 
methoden 8, 325. 
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prall gefüllt, aus den abführenden Venen tropft das Blut nur langsam, 
oft vollkommen aussetzend, ab. Es ist klar, daß eine solche Stauung 
schon aus rein mechanischen Gründen eine normale Funktion der Leber- 
zellen hindern kann, von der absolut unphysiologischen Höhe derartiger 
Druckwerte ganz abgesehen. Neben der ungenügenden Sauerstoffzufuhr 
käme für diese Fälle auch noch die Bildung intermediärer, saurer Pro- 
dukte in Betracht, die bei der mangelhaften Zirkulation nicht weg- 
geschafft werden können. Auf den Einfluß übermäßiger Narkose wurde 
bereits oben hingewiesen. Hier sei noch erwähnt, daß auch allzu hohe 
Temperatur — über 40 bis 42°C — bei sonst günstigen Versuchs- 
bedingungen den Glykogenansatz verhindern kann. Die Verhältnisse 
liegen bei einer Temperatur von 88,59 bis 39° am günstigsten, ent- 
sprechend der Eigenwärme der Versuchstiere. Ein mehr den quantitativen 
Ausfall der Versuche betreffender Punkt ist der Ernährungszustand der 
Versuchstiere bzw. der Glykogengehalt der Leber. Bei durch Hunger 
oder anderweitige Eingriffe glykogenfrei oder zumindest glykogenarm 
gemachten Tieren ist der Glykogenansatz nicht so beträchtlich, wie 
bei normal ernährten Tieren. Dieser Befund wurde bereits von Freund 
und Popper!) bei ihrer Versuchsanordnung erhoben. 


Einer Erwähnung bedarf auch die Konzentration der zu- 
gefügten Lösungen. Wir bedienten uns im allgemeinen einer 
annähernd 2°/,igen Lösung. Die Einwände, die Grube?) 
gegen die von Martz?) gebrauchte Zuckerkonzentration 
— Martz verwendete in zwei, übrigens negativen Versuchen 
Lösungen von ungefähr 2°/, Traubenzucker — erhebt, möchte 
ich als nicht stichhaltig zurückweisen. Eine Toxizität der 
verwendeten Zuckerlösungen ist wohl kaum anzunehmen‘) 
und auch eine Störung des osmotischen Gleichgewichts läßt 
sich bei der Mehrzahl der von uns verwendeten Substanzen 
kaum ins Treffen führen. Wir konnten noch mit einer Kon- 
zentration von ca. 1°/, positive Resultate erzielen, dagegen 
erwies sich eine Zuckerkonzentration von 0,5°/, als wirkungslos. 
Niedrigerer Zuckerzusatz vermochte die bekanntlich bei ein- 
facher Leberdurchspülung auftretende Glykogenausschwemmung 
nicht zu verhindern. Es bedarf bei der von uns gewählten Ver- 


1) Freand und Popper, Le 

2) Arch. f. d. ges. Physiol. 107, Le 

5) Martz, These de Lyon 1893, zit. nach Grube. 

1) Man vergleiche die enormen Zuckermengen, die in den Versuchen 
von Freund und Popper und von Ishimori zugeführt werden. Frei- 
lich kommt bei dieser Versuchsanordnung auch eine Eliminierung durch 
die Nieren in Betracht. 
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suchsanordnung scheinbar einer das physiologische Maß weit 
übersteigenden Konzentration, um die Leberzelle zu positiver 
Leistung zu zwingen. 

Die Durchblutung währte in unseren Versuchen im Höchst- 
falle 1 Stunde, meist nur 45 bis 50 Minuten. Eine längere 
Dauer dürfte sich mit Hinblick auf die Empfindlichkeit der 
Leber kaum empfehlen. 

Die Bestimmung des Glykogens erfolgte durchweg nach 
Pflüger, die Fällung und Hydrolyse des ordnungsgemäß ge- 
waschenen Glykogens wurde nach den Angaben von Parnas 
und Baer!) in demselben Kölbchen vorgenommen. Zur Fil- 
tration kam anfangs nur schwedisches Filterpapier (Munk- 
tell ЕІ) zur Verwendung, später ausschließlich die Drever- 
hoffschen Filter Nr. 444, die sich für unsern Zweck den 
schwedischen überlegen zeigten. Das invertierte Glykogen 
wurde als Traubenzucker nach der Bertrandschen Methode 
bestimmt. Die zur Kontrollbestimmung abgetrennten Lappen 
wurden nach rascher Wägung sofort in heiße Kalilauge ge- 
bracht. Ein einfaches Abschnüren des Lappens ohne sofortige 
Abtrennung, ähnlich wie im Schildkrötenversuch, war bei den 
zu gewärtigenden Verlusten unzulässig. Der folgende Versuch 
mag das hier Angeführte bestätigen. 


Kaninchen Nr. 10. 16. II. 1913. 1200 g schweres Tier. 

Von der 50 р wiegenden Leber wird der eine Teil sofort auf Gly- 
kogen verarbeitet, der andere 50 Minuten bei 38,5° in der feuchten 
Kammer des Durchblutungsapparates belassen. 

Der sofort verarbeitete Anteil ergibt einen Glykogengehalt von 
0,569°/, (als Traubenzucker). 

Die andere Portion zeigte quantitativ nicht mehr bestimmbare 
Spuren. 

Die Berechnung des Glykogens erfolgte als Traubenzucker. 
Da die Leber am Schluß des Versuchs durch Blutaufnahme 
oft eine 50%, des Anfangsgewichts übersteigende Zunahme 
zeigte, wurden die gefundenen Werte auf das Ausgangsgewicht 
nach entsprechender Umrechnung reduziert. Eine Angabe der 
Zunahme in Prozenten des ursprünglichen Glykogengehaltes 
wurde bei den Nachteilen, die eine solche Rechnung mit sich 
bringt, nicht vorgenommen (vgl. dazu auch Parnas und Baer, 


1) Parnas und Baer, diese Zeitschr. 41, 1912. 
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1. с). Die gefundenen Werte wurden stets auf das Gesamt- 
gewicht des Organs bezogen, ein Vorgang, der nach den Unter- 
suchungen von Grube!) und Macleod und Pearce?) voll- 
kommen gerechtfertigt erscheint. 


Glucose. 
a) Kaninchenversuche. 


Es wurden im ganzen 15 Versuche ausgeführt. Als Durch- 
blutungsflüssigkeit wurden jeweils 1000 ccm frisch aus dem 
Schlachthaus bezogenes Kalbsblut verwendet. Über die Hälfte 
der Versuche mußten wegen Störungen der Durchblutung durch 
zu hohen Druck und dadurch bedingte Blutungen verworfen 
werden. Zwei positive Versuche an normal ernährten Tieren 
sind in Tabelle I angeführt: 


Tabelle І. 


| 
























Be- 





verarbeitet | blutungs-| ап- | am 


flüssigkeit| (808° | Schluß 


Versuchs- 
nummer 











[19,1 gj’) = 
14,64 g mit 


100 ccm 
20°/,ige 

















1913 705,8 mg | Glucose- 
Glykogen | lösung 

3 (181 gi = | 100 ccm — 
3. II. 13,06 р mit | 200/ige 
1913 544,6 mg | Glucose- 
Glykogen | lösung 


Die in diesen Versuchen gefundene Zunahme kann wohl 
als beträchtlich bezeichnet werden. Auf 100 g Leber be- 
rechnet ergibt sich für Versuch 1b eine Neubildung von 
2,566 g Glykogen, für Versuch 3 eine solche von 2,373 g. 

Daß auch bei hungernden, glykogenarmen bzw. -freien 
Tieren ein nennenswerter Ansatz erzielt werden kann, geht aus 
Tabelle II hervor. 


1) Grube, Arch. f. а. ges. Physiol. 107. 

D Macleod und Pearce, Americ. Journ. of Physiol. 27. 

3) Die eingeklammerte Zahl bedeutet die am Schluß gewogene 
Lebermenge, die offene die auf das ursprüngliche Gewicht reduzierte. 
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Tabelle П. 
Leber- 2 Glykogen- 
0 u д KE Ver- 
gaj gewicht | TS | -ay |arbeiteter |AmSchiug| gehalt | Zu Be- 
ag | an- | am | SẸ usatZ | Kontroll- | verarbeitet] an- | А ы merkungen 
© 3 | fangs |Schluß] a o 1 fangs |Schluß 
SA Eë арреп i 
e | 8 g | 8 g 
69 | 98,6 |50Мір.| 100 ccm 11,68 |[16,2g] +1,01 | Tier hungert 
к 20°/ (pe mit 11,33 g mit seit 4. П. 
1913 Glucose- | 26,6 mg | 180,7 mg 1913. 
lösung | Glykogen | Glykogen 
12 57 | 83,2 |1864. | 100 ccm | 8,2 g mit | [15,2 g] = |Spur.| 0,125 40,125] Tier hungert 
25. П. 10°/,ige | nicht- 10 р mit seit 19. II. 
1913 Glucose- | bestimm- | 21,3 mg 1913. 


lösung |baren Spur.| Glykogen 
v.Glykogen 


Die auffallende Differenz gegenüber den an normalen 
Tieren gefundenen Werten wird noch deutlicher bei Umrechnung 
der Zahlen auf 100 g Lebergewicht, wo sich dann im Ver- 
such 6 eine Neubildung von 1,46 g ergibt, in Versuch 7 nur 
von 0,215 р. Eine Erklärung für dieses Verhalten ist schwer 
zu finden, eine Säurewirkung, wie sie von Elias und Kolb?) 
für den Hungerdiabetes des jungen Hundes gefunden wurde, 
ist bei dem isolierten Organ kaum anzunehmen, das Blut des 
Versuchtieres wurde ja auch nicht zur Durchblutung verwendet’). 
Um die störenden Einflüsse des artfremden Serums zu be- 
seitigen, wurde in einem Versuch mit zentrifugierten und ge- 
waschenen Kalbsblutkörperchen durchblutet, die in der ent- 
sprechenden Menge Lockescher Lösung suspendiert waren. 


Versuch 14. 

3. III. 1913. Lebergewicht vor dem Versuch 55 g, nach dem Ver- 
such 76,9 g. Dauer der Durchblutung 45 Minuten. Durchblutung mit 
den zentrifugierten und gewaschenen Blutkörperchen von 1 1 Kalbsblut, 
die mit Lockescher Lösung auf 1000 ccm aufgefüllt werden. Zusatz 
von 100 eem 20°/,iger Glucoselösung. 

Kontroilappen 8,9 g schwer mit 352,5 mg Glykogen. 


1) Elias und Kolb, diese Zeitschr. 52, 331, 1913. 

2) Vgl. dazu auch die interessanten Befunde Bangs (Der Blut- 
zucker, Monographie, Wiesbaden 1913), die auch im Verhalten des 
Blutzuckers bei Normal- und Hungertieren nach Glucosezufuhr auf- 
fallende Differenzen aufdecken. Nach Bang finden diese Differenzen 
ihre Erklärung in dem unvollkommenen Glykogenbildungsvermögen der 
Leber bei Hungertieren. 
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Am Schluß verarbeitet (10,6 р) = 7,58 g mit 395 mg Glykogen. 
Glykogengehalt der Leber: zu Beginn 1,92 g, 
am Schluß 2,66 g. 
Zunahme 0,74 g (auf 100 g Leber 1,35 g). 
Aus diesem Versuch geht hervor, daß zur Glykogenbildung 
weniger das Serum mit seinen Kolloiden, als vielmehr eine 
ausgiebige Sauerstoffversorgung der Leber notwendig erscheint. 


b) Versuche an Hunden. 

In dieser Versuchsreihe wurden meist junge, gut genährte 
Tiere verwendet, als Durchblutungsflüssigkeit kam ausschließlich 
Hundeblut in Betracht, das in einigen Versuchen mit Locke- 
scher Lösung verdünnt wurde. Es genügte ein Druck von 20 
bis maximal 50 mm Hg, um die Durchblutung in tadellosem 
Gang zu erhalten. Zu junge Tiere sind nach unseren Er- 
fahrungen nicht geeignet, da sie oft eine ähnliche Empfind- 
lichkeit der Gefäße gegen arteigenes Blut zeigen, wie wir sie 
sonst nur bei Verwendung artfremden Blutes gesehen haben. 


Tabelle III. 
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25 ht & KE Ver- hal Z 
sgi me o S | Zusatg |atbeiteter Län Schief) 8a | бг, Se 
Ф g саз. K "m SE Kontroll- Iverarbeitet en š ns merkungen 
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+4,67 500 cem Hunde- 
blut, m. physio- 
logischer NaCl- 
Lösung auf 1000 
ccm aufgefüllt. 


0,378| 3,411 +3,03 [700 eem Hunde- 
blut mit Locke- 
scher Lösung 
auf 1100 ccm 
aufgefüllt. 


100 ccm | 13 g mit | [30.7 р) = 
20°/ ige | 403,75 mg | 23 g mit 
Glucose- | Glykogen | 1112,5 mg 
lösung Glykogen 
do. 11,5 g mit | [14,1 gi = 
32,5 mg {9,152 mit 

Glykogen | 213,75 mg 

Glykogen 





Auf 100 g Leber berechnet ergeben sich für Versuch 16 
eine Neubildung von 1,68 g, für Versuch 17 von 2,24 р. 


Lävulose. 
Nach Grube!) ist die Lävulose im Schildkrötenversuch ein 
weniger wirksamer Glykogenbildner als der Traubenzucker. Die 
eigenen Versuche Grubes°) am Warmblüter, sowie die Resul- 


1) Grube, Arch. f. а. ges. Physiol. 118, 1. 
2) Grube, ebenda 107, 490, 1905. 
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tate, die Івһі тогі!) bei intravenöser Infusion beim Kaninchen 
erhielt, sprechen nicht für eine deutliche: Verschiedenheit der 
beiden Zuckerarten bei ihrem Verhalten zur Glykogenbildung. 
Auch in unserem Versuche läßt sich ein Unterschied nicht er- 
kennen. Die Differenzen, die man oft bei verschiedenen Ver- 
suchstieren mit ein und derselben Substanz findet, mahnen 
überhaupt zur Vorsicht bei dem Vergleich der quantitativen 


Ausschläge. 
Versuch 18. 


6. III. 1913. Hund &, junges Tier, ca. 3 kg schwer. 

Lebergewicht vor dem Versuch 138,5 g, nach dem Versuch 239,5 g. 
Durchblutung mit 600 ccm Hundeblut, das mit Lockescher Lösung auf 
1100 ccm aufgefüllt wird. Zusatz von 100 ccm 20°/,iger Lävuloselösung 
(Scheringsches Präparat). Dauer der Durchblutung 50 Minuten. 

Verarbeiteter Kontrollappen 7,5 g mit einem Glykogengehalt von 
46,25 mg. 

Am Schluß verarbeitet (12,7 р) = 7,34 g mit einem Glykogengehalt 
von 176,25 mg, 

Glykogengehalt zu Beginn: 0,853 g, 

am Schluß: 3,393 g. 

Zunahme: 2,54 g. 

100 g Leber bilden demnach in 50 Minuten 1,83 g Glykogen 
aus Lävulose.e Nimmt man aus den beiden Versuchen mit 
Dextrose das Mittel, so ergibt sich für die gleichen Bedingungen 
eine Neubildung von 1,96 g, eine Differenz, die keineswegs groß 
genug ist, um daraus irgendwelche Schlüsse über bessere Ver- 


wertbarkeit ziehen zu können. 


Galaktose. 


Nach Grube ist die Galaktose bei der Schildkröte als 
Glykogenbildner anzusehen; die Resultate sind allerdings nicht 
sehr überzeugend’). Vollkommen negativ erwies sich Galaktose 
in den Versuchen von Ishimori. Auch die Erfahrungen, die 
man beim Menschen nach Darreichung größerer Mengen von 
Galaktose per os gemacht hat, sprechen nicht dafür, daß die 
Leber für die direkte Verarbeitung größerer Mengen dieses 
Zuckers eingestellt ist. Unsere Versuche ergaben statt Zunahme 
eine beträchtliche Abnahme des Glykogens (s. Tabelle IV). 


1) Ishimori, Le 

2) In einem Versuche vollkommen negativer Ausfall, eine minimale 
Zunahme in einem zweiten Versuche Nur in 2 Versuchen ist eine ein- 
wandfreie Zunahme nachweisbar. 
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Tabelle IV. 











Glykogen- 


Versuchs- gehalt 


nummer 


zu | am Bemerkungen 


Beginn | Schluß 


Mi 


2 0 
Ф 
ЫР 
35 
з Ф 
Or 
n. 







38 —2,75 | Durchblutung mit 1500 ccm 
20. VL. 13 Hundeblut (von 8 Tieren), 
. * Zusatz von 100 ccm 25°|,1дег 
Galaktoselösung (Grüblersches 

Präparat). 
— Durchblutung mit 1000 ccm 
30 L 13 1, 115 0, 415 0, 64 Hundeblut, Zusatz von 100 ccm 


20 °/, iger Galaktoselösung 
(Mercksches Präparat). 


Galaktose scheint demnach als Glykogenbildner direkt 
nicht in Betracht zu kommen. 


Maltose. 
Als Produkt der hydrolytischen Spaltung und des fermen- 
tativen Abbaues des Glykogens verdient die Maltose besondere 


Beachtung. 
Tabelle V. 


E 
ы 2 
5 р 
а Ф 
б> 
Min. 





— |р hblut .500 Hunde- 
Cl 88 | 50 | S 096 ell Kg 


12.1. auf 900 ccm aufgefüllt. Zusatz: - 
100 ccm 20°/,ige Maltoselösung. 
In den letzten 10 Minuten ge- 
ringfügige Blutung aus der 


Leber. 
Durchbilut Hund 
жк ae 


auf 1000 ccm aufgefüllt. Zusatz: 

100 ccm 20°], ige Maltoselösung. 

26 61 55 0,24 | 0,275 | + 0,035 эшени m. 550 сет Hunde- 
og IV blut, mit Lockescher Lösung 
S R auf 900 ccm aufgefüllt. Zusatz 
von 100 ccm 20°; iger Maltose- 

lösung (Mercksches Präparat). 


In einem der Versuche (Nr. 19) erhielten wir somit be- 
trächtliche Abnahme. Die Zunahmen in den beiden anderen 
Versuchen sind so minimal, daß sie eher innerhalb der Grenzen 
unvermeidlicher Versuchsfehler zu liegen scheinen; besonders 


gilt dies für Versuch 26. Auch Maltose dürfte nicht als direkter 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 19 
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Glykogenbildner anzusehen sein; die Annahme einer Synthese 
des Glykogenmoleküls aus einzelnen Maltosebausteinen scheint 
darnach zumindest sehr zweifelhaft. Auch an der Schildkröte 
konnte in 4 Versuchen mit Maltose kein Glykogenansatz er- 
zielt werden. (Mündliche Mitteilung von Dr. Parnas, dem ich 
hierfür meinen verbindlichsten Dank ausspreche.) 

Eine Untersuchung anderer Zuckerarten, speziell der Pen- 
tosen und zusammengesetzten Disaccharide, erschien mit Hin- 
blick auf die bei Fütterungs- und Injektionsversuchen gewon- 
nenen negativen Resultate überflüssig. 


Versuche mit anderen Substanzen. 

Die in dieser Reihe untersuchten Substanzen: Milchsäure, 
Glycerinsäure!), Glycerin, Glykolaldehyd?), Äthylen- 
glykol und Alanin ließen sämtlich Glykogenbildung ver- 
missen. Die einzelnen Daten sind aus Tabelle VI zu entnehmen. 

Die negativen Resultate dieser Versuche sind wohl so 
deutlich, daß sie keines weiteren Kommentars bedürfen. Ich 
glaube aber, im folgenden den Grund dieses Ausfalls wenigstens 
für einen Teil dieser Versuche klargelegt zu haben. 

Eine nähere Erörterung verdient jedoch Versuch 32, in 
dem Glykolaldehyd dem Durchblutungsblut zugesetzt wurde. 
Die verwendete Menge Aldehyd entsprach 37 g der gereinigten 
Dicarbonsäure, also ungefähr 16 g Aldehyd; auf die Blutmenge 
berechnet würde das einen Gehalt von nicht ganz 1,5°/, aus- 
‚machen. Die enorme Reduktion, die der Aldehyd bereits in 
der Kälte ausübt, veranlaßten uns, zuerst nur ungefähr die 
Hälfte unserer Lösung zuzusetzen. Nach wenigen Minuten war 
jedoch die gesamte Blutmenge verändert, die Farbe des Blutes 
schlug in ein schmutziges Braunrot um. Die spektroskopieche 
Untersuchung ergab ein fast völliges Verschwinden des Oxy- 


1) Glycerinsäure, dargestellt nach der Vorschrift von Mulder (Ber. 
а. Deutsch. chem. Ges. 9, 1876) durch Umsetzen des Bleisalzes mit Na,CO,. 
Die diesbezüglichen Angaben von Pincussohn in Abderhaldens Biochem. 
Handlexikon 1, 528 sind absolut unzureichend. Ein einfaches Mischen 
der Glycerin!lösung mit der rauchenden Salpetersäure — statt des von 
Mulder vorgeschriebenen vorsichtigen Unterschichtens — hat nur 
den Effekt, daß man durch allzu heftige Gas- und Wärmeentwicklung 
Gefäß und Substanz riskiert. 

8) Dargestellt über die Dicarbonsäure nach der Vorschrift von Nef, 
Liebigs Annalen 357. 
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Tabelle VI. 
= р. a| | Mykogen- 
591, d Blutmenge gehalt 
Versuchs- |2 $| 2 а з d — 
33333 un merkungen 
nummer Kg A ‚© Zusatz 


24 

25: DN 18 
26 

29. IV. 18 
36 

11. VI. 13 
29 

5. v.13 
37 

17: SL AN 
32 

21.9. 18 
34 

30. V. 13 
30 

2.9. 18 


173 










Um Störungen дег Iso- 


Glykogenaus- 


1 Std. | 1000 eem Hundeblut | 5,19 0,86 — 4,33 A би. Шо 
mit 110 ccm einer 
e ^ wird die Milchsä 
20°/,igen Milch- lösung Bach = — 
säurelösung als т. des Versuchs 
NH, -Salz u 
63| 1 » |800 com Hundeblut. | 0,36 0,21 — 0,15 | Siehe Versuch 24. 
Zusatz: 100 ccm einer 
20°/,igen Milch- 
säurelösung als 
Na-Salz 
90 | 50 Min. | 1000 eem Hundeblut | 4,01 2,51 — 1,50 | Die in diesem Versuche 
mit 100 сеш einer — 
О н уоп Rücksicht auf d. gleich- 
milchsaurem zeitige 
Ammon ——— kein ein- 
ges Resultat. 
101 | 1Std. [1100 ccm Hundeblut | 1,55 —— — 1,55 — ey rege 
| mit 100 com Onor stimmbare Lösung nach und nach. 
20°%/,igenGlycerin- Spuren 
säurelösung als 
Na-Salz 
106 | 50 Min. |800 ccm Hundeblut | 4,586 3,367 |— 1,219 — ә En. Bar 
mit 100 cem einer 4 
deet rees —— vgl. Ver 
ösung in physiol. 
NaCl 
147 |35 » |1000 eem Hundeblut | 2801! 1,346 [| — 0,955 | Versuch vorzeitig ab- 
+Glykolaldehyd gebrochen (з. unten). 
123 |50 » [1000 ccm Hundeblut | 4,68 3,92 — 0,76 | Blut nicht verändert. 
mit 20g Athylen- 
glykol (Merck) in 
100 ccm Lockescher 
Lösung 
120 | 1Std. [600 eem Hundeblut, | 12,14 | 10,76 — 1,38 — 
mit einer Lösung von 


20g Alanin in 
Lockescher Flüssig- 
keit auf 1000 ccm 
aufgefüllt 


hämoglobinspektrums, dafür ein deutlich ausgeprägtes Met- 

hämoglobinspektrum. Auffallend war auch das Verhalten 

der roten Blutkörperchen, die durch destilliertes Wasser allein 

nicht zu hämolysieren waren. Erst Zusatz von Äther bewirkte eine 

deutliche Hämolyse. Die Abnahme des Glykogens in diesem Ver- 
19* 
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suche ist somit wohl in erster Linie auf Rechnung der Asphyxie 
der Leber zu setzen. Einen Schluß auf das Glykogenbildungs- 
vermögen des Glykolaldehyds läßt dieser Versuch keinesfalls zu. 

Versuche im Reagensglase zeigten uns ein analoges Ver- 
halten gegen die roten Blutkörperchen, auch beim Glycerin- 
aldehyd!), so daß von einer Untersuchung dieser Substanz Ab- 
stand genommen wurde. 


III. 
Über Zuckerbildung in der isolierten Säugetierleber. 


Die eben mitgeteilten Resultate zeigen, daß das Glykogen- 
bildungsvermögen der Hundeleber nicht genau jenem der Schild- 
krötenleber entspricht, da es bei einer Anzahl von Substanzen 
— Milchsäure, Glycerinsäure, Glycerin und Äthylenglykol —, 
deren Wirksamkeit im Schildkrötenversuch erwiesen ist, versagt. 
Das konnte nun dahin gedeutet werden, daß beim Warmblüter 
eine viel weitgehendere Abhängigkeit der Leber vom Gesamt- 
organismus besteht als beim Kaltblüter. Eine zweite nahe- 
liegende Möglichkeit war die, daß in der Hundeleber wohl eine 
Umwandlung in Zucker stattgefunden hatte, daß aber dieser 
UmwandlungsprozeßB so langsam verlief, daß die neugebildete 
Zuckermenge nicht ausreichte, um das zur Glykogenbildung 
nötige „Gefälle“ herzustellen. Da nämlich die Durchströmung 
der isolierten Leber an sich eine Glykogenabnahme bewirkt, so 
kann ein Ansatz nur zustande kommen, wenn die Glykogen- 
bildung die gleichzeitig erfolgende Abnahme überwiegt. Wie 
oben erwähnt, ist dazu eine 0,5°/, übersteigende Zuckerkon- 
zentration des Blutes erforderlich. Erreicht das Blut während 
des Versuches nicht bald diese Konzentration, so bleibt der 
Glykogenansatz aus, gleichgültig ob nun daneben Zuckersynthese 
erfolgt war oder nicht. Nun haben wir ja an der Harnstoff- 
bildung der überlebenden Leber bis zu einem gewissen Grade 
ein Maß, wie rasch und in welcher quantitativen Ausdehnung 
Umlagerungs- und Abspaltungsprozesse in der Leber verlaufen. 
Nehmen wir diese Zahlen als Vergleich, so gewinnt die an 
zweiter Stelle angeführte Möglichkeit immer mehr an Wahr- 


1) Die Veränderungen waren bereits bei einer Konzentration von 
Glykolaldehyd bzw. Glycerinaldehyd von 0,3°/, binnen wenigen Minuten 
deutlich ausgeprägt. (Reagensglasversuche bei 39° ausgeführt.) 
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scheinlichkeit. Wir stellten uns daher die Aufgabe: Läßt sich 
an der überlebenden Leber bei Durchblutung die Zuckerbildung 
aus zugeführten Substanzen nachweisen? 

Daß in der überlebenden glykogenfreien Hundeleber Zucker 
gebildet wird, konnte Embden') in einer Reihe von Versuchen 
zeigen. Die Tiere Embdens wurden durch Hunger, Arbeit 
und protrahierte Strychninkrämpfe glykogenfrei gemacht. Bei 
Durchblutung mit Rinder- und mit Hundeblut (2 Versuche) 
konnte Embden eine oft beträchtliche Zunahme des Blut- 
zuckergehalts nachweisen. Diese Zunahme konnte nach seinen 
Untersuchungen nicht aus den minimalen Spuren Glykogen 
oder präformierten Leberzucker stammen. Auch Zuckervorstufen 
in der Leber kamen kaum in Betracht, da E. nachweisen konnte, 
daß der Zuckergehalt nach einer bestimmten Zeit sich konstant 
hielt, nach Erneuerung des Blutes aber wieder anstieg. Bei 
den großen quantitativen Unterschieden, die Embden bei seiner 
Versuchsanordnung erhielt — seine Werte schwanken zwischen 
1,026 g und 0,29 g —, war ев von Anfang an ausgeschlossen, 
von dieser Methode eine Lösung der von uns gestellten Frage 
zu erwarten, abgesehen von der zeitraubenden und umständ- 
lichen Art, die Tiere glykogenfrei zu bekommen. Nun gelingt 
es durch subcutane Phlorizininjektionen in der Regel mit Leich- 
tigkeit und in kurzer Zeit, die Leber von Hunden vollkommen 
glykogenfrei zu erhalten, eine Tatsache, von der wir uns auch 
bei anderen Gelegenheiten wiederholt überzeugen konnten. Wir 
versuchten nun festzustellen, ob solche Lebern noch die Fähig- 
` keit der Zuckerbildung besitzen. 

Von vornherein mußten wir uns bei dieser Methode zwei 
Einwände machen. Einmal konnte das Phlorizin die Leber in 
der Weise beeinflussen, daß sie ihre zuckerbildende Funktion 
ganz еіпвіеШе. Diese Annahme war ғееһг unwahrscheinlich, 
wenn man nicht die ganze Zuckerbildung im Phlorizindiabetes 
auf die Niere zurückführen will, und wurde auch durch die 
Ergebnisse unserer Versuche widerlegt. Ein zweiter, schwerer 
zu widerlegender Vorhalt wäre der, daß man sich sagen könnte, 
die an einem funktionell so schwer geschädigten Organe ge- 
wonnenen Resultate ließen keinen Schluß auf normale Ver- 
hältnisse zu. Gegen dieses Bedenken kann man, wohl mit 


1) Embden, Beiträge т. chem. Physiol. u. Pathol. 6, 44, 1905. 
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voller Berechtigung, geltend machen, daß wir in einem solchen 
Falle wohl quantitative Verschiebungen im Ablauf der che- 
mischen Vorgänge erwarten können, daß für die Annahme eines 
qualitativ prinzipiell verschiedenen Stoffwechsels jedoch keiner- 
lei Anhaltspunkte gegeben sind. 

Die Methodik der Durchblutungen war die gleiche wie in 
unseren vorher beschriebenen Versuchen über Glykogenbildung. 
Die Tiere wurden 2 bis 3 Tage vor dem Versuch auf Hunger 
gesetzt und mit 1 bis 2р Phlorizin in alkoholischer Lösung 
durch subcutane Injektion vergiftet. Ein Glykogengehalt der 
Leber ließ sich — einen Fall ausgenommen — nie nachweisen. 
Das Blut der Versuchstiere wurde nicht zur Durchblutung 
verwendet, um eventuelle aus der Spaltung des im Blute krei- 
senden Phlorizins sich ergebende Fehler zu vermeiden. Bei 
jedem Versuche wurde die Blutmenge zu Beginn und am Schluß 
der 1 Stunde bis 50 Minuten währenden Durchblutung genau 
gemessen. Eine Vernachlässigung der Verdunstung oder die 
Annahme einer konstanten Verdunstungsmenge war bei den 
starken Schwankungen — wir erhielten Differenzen zwischen 
20 bis 100 ccm — unzulässig. Die Zuckerbestimmung im Blute 
erfolgte nach Bertrand bzw. durch Polarisation des einge- 
engten Filtrates. Zur Enteiweißung bedienten wir uns aus- 
schließlich des kolloidalen Eisenhydroxyds nach der Vorschrift 
von Michaelis und Rona. Die Glykogenbestimmungen wurden 
nach Pflüger an einem zu Beginn abgetrennten und sofort 
verarbeiteten Kontrollappen und am Schlusse jedes Versuches 
vorgenommen. In der Mehrzahl der Versuche wurden auch 
Doppelbestimmungen des Zuckergehaltes der Leber vor und 
nach dem Versuche gemacht. Die Enteiweißung geschah auch 
hier mit kolloidalem Eisenhydroxyd nach gründlichem Ver- 
reiben mit Quarzsand zu einem homogenen Brei und Auffüllen 
auf ein bestimmtes Volumen. Bei dieser Gelegenheit blieb der 
verwendete Sand fast quantitativ in der Reibschale zurück. In 
einigen Versuchen wurde zuerst von den gröberen Bindegewebs- 
partikelchen abzentrifugiert, vom Zentrifugat ein aliquoter Teil 
enteiweißt, doch erwies sich dieser Vorgang als überflüssig, 
vorausgesetzt, daß die Flüssigkeit beim Zusatz des Eisens durch 
Rühren in konstanter Bewegung erhalten wurde. Der Zucker 
wurde nach Bertrand bestimmt. 
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Daß ebenso wie für das Glykogen auch für den Zucker 
eine gleichmäßige Verteilung in der Leber anzunehmen ist, geht 
aus den folgenden Versuchen hervor, in denen verschiedene 
Stücke normaler Leber aus verschiedenen Partien des Organes 
verarbeitet wurden. 


І. In 26,8 р Leber finden sich 27,6 mg Glucose, 
entsprechend 0,103°/,. 
In 28,2 g Leber finden sich 29,6 mg Glucose, 
entsprechend 0,105°/,. 
II. a) 23,5 g Leber enthalten 67,37 mg Glucose, 
entsprechend 0,286°/,. 
b) 25,3 g Leber enthalten 75,08 mg Glucose, 
entsprechend 0,296°/,?). 


In einer Reihe von Versuchen wurde zunächst gezeigt, 
daß eine nennenswerte Zuckerbildung aus im Blut oder in der 
Leber präformiertem Material bei der von uns gewählten Ver- 
suchsanordnung nicht angenommen werden kann (siehe Tab. VII). 


Tabelle VII. 
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Leber- 
gewicht 


nach dem 
Versuch 


her | her Leem (eem 06 | abs. | um | abs. 


vor dem 
S Bemerkungen 





Zunahme | 


vorher 


B 
R 


R 39. | d : up Ыз ып 

0 Spuren Spuren 1000, 900]0,139:1,397:0,161/1,4531+ 56 18, H — 
Phlorizin. Be- 

trächtliche Aci- 

| dosis, Leber 
stark verfettet. 

| 

| 


0,12511,387,0,128[1,287|— 100] Am 24. und 25.VI. 

je 2,0 g Phlori- 
zin. Starke Aci- 
довів, Leber ver- 
fettet, 


Am 8. und 9.VII. 
je 1,08 Phlori- 
zin. Geringe 
Acidosis, Leber 
mäßig verfettet. 
5. u. 


111011006 


1080 .1010],099|1,076|0,119]1,208|+ 152 


zin. Hochgra- 
dige Acidosis 
und Verfettung 
der Leber. 


920; 885]0,068;0,634'0,06110,548[— 86 | Am9. und 10.VII. 
| | је 2,0g Phlori- 


| 


1) Der otwas hohe Zuckergehalt des Organes in Versuch 2 hat 
seinen Ursprung wohl darin, daß eine stark glykogenhaltige Leber zur 
Untersuchung kanı, die erst nach einiger Zeit verarbeitet werden konnte. 


—— 
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In Versuch 3 dieser Reihe wurde eine beträchtliche Zu- 
nahme des Zuckergehaltes festgestellt. In diesem Versuche war 
jedoch die Leber noch etwas glykogenhaltig — die Phlorizin- 
behandlung dürfte nicht lange genug gedauert haben. Da sie 
nach der Durchblutung glykogenfrei gefunden wurde, ist das 
im Blut gefundene Zuckerplus zum Teil auf die im Blut er- 
folgte Umwandlung des Glykogens zurückzuführen. Bei Ein- 
rechnung des aus dieser Quelle stammenden Zuckers ergibt 
sich keine Vermehrung des Blutzuckers, die auf Neubildung 
bezogen werden könnte. Rechnet man zu diesen Kontroll- 
versuchen auch noch die Versuche hinzu, in denen nach Zu- 
satz von Substanz zum Durchblutungsblute Abnahme oder 
minimale Vermehrung der .Blutzuckermenge konstatiert werden 
konnte (siehe Versuch 7, 10 und 11), so ergibt sich im Durch- 
schnitt eine Abnahme der Gesamtzuckermenge um rund 40 mg. 

Wir halten uns demnach für berechtigt, jede 60 mg über- 
steigende Zunahme der Blutzuckermenge auf die Neubildung 
aus zugesetzter Substanz beziehen zu können. 

Zur Untersuchung gelangten Milchsäure, Glycerinsäure, 
Glycerin, Brenztraubensäure und Glykolaldehyd, von 
Aminosäuren Alanin und Serin. Leider hinderte uns der 
Mangel an Versuchstieren, die Reihe der Untersuchungen weiter 
auszubauen und namentlich die gewiß wünschenswerten Doppel- 
versuche auszuführen. Immerhin glaube ich aber, daß die ge- 
fundenen Resultate so eindeutig sind, daß sie auch heute 
schon zu Schlußfolgerungen berechtigen. 


Milchsäure. 


Seit den Untersuchungen von у. Noorden und Embden?) 
spielt die Milchsäure in der Frage des Zuckerauf- bzw. -abbaues 
eine dominierende Rolle. Die eingehenden Untersuchungen von 
Slosse?) sowie Embden?) und seiner Mitarbeiter konnten die 
Milchsäure als Abbauprodukt des Zuckers im Blut und den 
Geweben einwandfrei nachweisen, Untersuchungen von Levene 


1) у. Noorden und Embden, Centralbl. f. Stoffwechsel- u. Ver- 
dauungskr. (N. F.) 1, 1906. 

*) Slosse, Arch. intern. de Physiol. 11, 1911. 

3) Arbeiten aus dem städtischen chem. Physiol. Institut zu Frank- 
furt а. М. Berlin, Springer 1912. 
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und Meyer!) zeigten speziell die Rolle der Leukocyten bei 
diesem Prozeß. | 

Als Zuckerbildner wurde die Milchsäure von Embden 
und Salomon’) beim pankreasdiabetischen Tiere, von Mandel 
und Lusk?) am phlorizinvergifteten Tiere nachgewiesen, nach 
der Angabe der letztgenannten Beobachter wird zugeführte 
Milchsäure quantitativ als „Extradextrose* ausgeschieden. Die 
Angaben von Mandel und Lusk wurden von Parnas und 
Baer bestätigt, die, wie oben erwähnt, auch an der Schild- 
krötenleber Glykogenbildung aus Milchsäure nachweisen konnten. 
Daß zugeführte Milchsäure auch in der überlebenden Hundeleber 
zu Zuckerbildung führt, geht aus folgendem Versuch hervor. 


Versuch 5. 
7. УП. 1913. 
Hund, schwarzer Spitz, 9000 g schwer, erhält am 5. und 6. VII je 
2,0 g Phlorizin subcutan in alkoholischer Lösung. Beträchtliche Glucosurie 
und Acidosis. Leber stark verfettet. Lebergewicht 206 g. Zur Glyko- 
genbestimmung Kontrolle: 16,5 g, am Schluß 15,8 g. In beiden Proben 
kein Glykogen. Die Zuckerbestimmung im Organ ergibt in beiden Proben 
nur minimale Spuren. 
Blutmenge am Beginn 1280 ccm (mit einem Gehalt von 0,2°%, 
Milchsäure als Na-Salz). 
Blutmenge am Schluß 1240 ccm. 
Blutzucker zu Beginn 0,1019°/,, absolut 1,305 g, 
am Schluß 0,1387°/,, absolut 1,721 g. 
Absolute Zunahme 416 mg. 


100 д Leber bildeten demnach in 1 Stunde 202 mg Zucker. 


Glycerinsäure. 

Als Zuckerbildner wurde Glycerinsäure von Ringer und 
Lusk*) am phlorizinvergifteten Tiere nachgewiesen. Nach den 
Untersuchungen von Parnas und Baer’) ist Glycerinsäure für 
die Schildkrötenleber ein ausgezeichneter Glykogenbildner. Im 
nachfolgenden Versuch erwies sie sich bei der Hundeleber als 
Zuckerbildner. 


1) P.A.Levene und С. М. Meyer, Journ. of Biolog. Chem. 11, 
361; ferner ibidem 12, 264, 1912. | 

©) Embdem und Salomon, Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 
6, 68, 1905. 

») A. К. Mandel und Gr. Lusk, Amer. Journ. of Physiol. 16, 
129, 1906. 

t4) A. J. Ringer und Gr. Lusk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 1910. 

Ee | 
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Versuch 6. 
4. VII. 1913. 

Hund, 2500 g schwer, schwarzer Rattler, älteres Tier. 

Das Tier erhält am 2. VII. 1,0 g Phlorizin, am 3. VII. 2,0 g sub- 
cutan in alkoholischer Lösung. Starke Glucosurie, Aceton, EES 
reaktion +. Leber stark fettinfiltriert. 

Lebergewicht 66 р. Die Glykogenbestimmung am Beginn und 
Schluß des Versuches ergibt keine Spur von Glykogen, bei der Zucker- 
bestimmung des Organes finden sich nur quantitativ nicht bestimmbare 


Mengen. 
Blutmenge zu Beginn 965 ccm mit einem Gehalt von 0.2°/, Glycerin- 


säure als Na-Salz. 
Blutmenge am Schluß 920 cem. 
Dauer der Durchblutung 1 Stunde. 
Blutzuckergehalt zu Beginn 0,064°/,, absolut 0,621 g, 
am Schluß 0,0808°/,, absolut 0,744 g. 
Zunahme 123 mg. 
100 g Leber bilden in 1 Stunde 186 mg Zucker aus zu- 


gesetzter Glycerinsäure. 


Glycerin. 

Bezüglich der älteren Arbeiten über Glycerin als Zucker- 
bildner sei auf die zusammenfassende Darstellung Pflügers?) 
verwiesen. Als Glykogenbildner wurde Glycerin von Grube’) 
im Schildkrötenversuch wirksam gefunden, allerdings in recht 
mäßigem Umfange. Als Zuckerbildner am phlorizinvergifteten 
Tiere wurde Glycerin von Cremer?) und Höckendorf‘) nach- 
gewiesen. In unserem Versuche erhielten wir gleichfalls Zucker- 
bildung. Da wir nur über je einen Versuch verfügen, ist ein 
Vergleich der quantitativen Verhältnisse nicht angezeigt. Im 
nachstehenden Versuch tritt die Glycerinwirkung gegen die bei 
Milchsäure, Glycerinsäure und Glykolaldehyd gefundenen Werte 
beträchtlich zurück. 

Versuch 7. 
22. VII. 1913. 
Hund, braun-weiß gefleckter Fox, älteres, gut genährtes Tier. 
Das Tier erhält am 19., 20. und 21. VII. je 2,0 р Phlorizin sub- 


cutan. Betrachtliche Glucosurie und Acetonausscheidung. Die Leber 
hochgradig verfettet. 


1) Pflüger, Das Glykogen, 2. Auf, 1906. 

®) Grube, Arch. f. d. ges. Physiol. 118, 1, 1907. 
3) Cremer, Münchner med. Wochenschr. 1902. 
*) Höckendorf, diese Zeitschr. 23, 1910. 
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Lebergewicht 171 g, die Untersuchung auf Glykogen ergibt ein 
negatives Resultat, eine Untersuchung des Zuckergehaltes des Organes 
findet nicht statt. 

Blutmenge zu Beginn 1200 ccm mit einem Gehalt von 0,2°/, Glycerin, 

am Schluß 1130 eem. 

Blutzuckergehalt zu Beginn 0,084°/,, absolut 1,012 g, 

am Schluß 0,104°/,, absolut 1,178 g. 

Zunahme 166 mg. 


Demnach bildeten 100 g Leber in 1 Stunde 97 mg Zucker 
aus zugesetztem Glycerin. 


Brenztraubensäure. 

Seit den Untersuchungen von O. Neubauer!) über den 
Abbau der Aminosäuren hat die Brenztraubensäure als inter- 
mediäres Produkt des Alaninabbaues und bei den Beziehungen 
der Aminosäuren zur Zuckerbildung besonderes Interesse ge- 
wonnen. Die Untersuchungen, die über Brenztraubensäure als 
Zuckerbildner unter den verschiedensten Versuchsbedingungen 
vorliegen, haben jedoch bisher sämtlich zu einem negativen 
Resultat geführt. Für die Glykogenbildung an der Schildkröte 
wurde ein solches von Parnas und Baer?) nachgewiesen. Die 
Untersuchungen von Paul Mayer?) lassen bei kritischer Be- 
trachtung ebenso ein negatives Resultat erkennen‘), Das 
gleiche gilt von den in jüngster Zeit erschienenen Arbeiten 
von Ringer’), sowie Dakin nnd Janney*®) am phlorizinver- 


1) О. Neubauer, Arch. f. klin. Med. 95, 211, 1909. 

2) 1. с. 

3) Р. Mayer, diese Zeitschr. 40, 1912, ferner 49, 1913. 

4) In Injektionsversuchen am Kaninchen erhielt Р. Mayer wohl 
Glucosurie. Веі zweckmäßiger Versuchsanordnung am phlorizinvergifte- 
ten Tier konnte er jedoch eine Steigerung der Zuckermenge als Extra- 
glucose nicht nachweisen. 

6) A. J. Ringer, Journ. of Biolog. Chem. 15, 145, 1913. 

6) Dakin und Janney, ibidem. Die hier gefundenen Werte von 
„Extraglucose“ sind mit Rücksicht auf die in einzelnen Versuchen als 
enorm zu bezeichnenden Gaben von Brenztraubensäure so minimal, daß 
sie bei gleichzeitiger Berücksichtigung der auch an den Tagen der Vor- 
periode beträchtlichen Schwankungen des D:N-Quotienten kaum als 
positiv angesehen werden können. Die dogmatische Anwendung der 
Luskschen Methode und die aus ihren Ergebnissen gezogenen weit- 
tragenden theoretischen Schlußfolgerungen verdienten namentlich im 
Hinblick auf die letztgenannten Untersuchungen eine eingehende Nach- 
prüfung. 
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gifteten Hund und am durchaus nicht glykogenfreien diabe- 
tischen Мепвсһеп!). In unserem Versuch erwies sich Brenz- 
traubensäure als vollkommen unfähig zur Zuckerbildung. 


Versuch 8. 
25. VII. 1913. 

Hund, schwarz gefleckter Fox, älteres, schlecht genährtes Tier. 

Erhält am 22. VII. 1,0 g Phlorizin, am 23. und 24. VII. je 2g 
subkutan. Beträchtliche Glucosurie und Acetonausscheidung, Fettinfil- 
tration der Leber. 

Lebergewicht 152 e Die Untersuchung auf Glykogen ergibt ein 
vollkommen negatives Resultat. Die Zuckerbestimmung im Organ mini- 
male Spuren. 

Blutmenge zu Beginn 1080 ccm mit einem Gehalt von 0,2°/, frisch 
destillierter Brenztraubensäure, die mit Na,CO, genau neutralisiert wurde. 

Blutmenge am Schluß 1010 ccm. 

Blutzuokergehalt (polarisiert, Mittel aus je 5 Ablesungen): 

Beginn 0,108°/,, abs. 1,167 g 
titriert 0,110%,, » 1,195 g. 
Blutzucker am Schluß (polarisiert): 
0,102°/,, abs. 1,034 g 
titriert 0,1109, » 1,125 er 


Es ergibt sich demnach bei diesem Versuche eine Ab- 
nahme, die nach der (zuverlässigen) polarimetrischen Bestim- 
mung 133 mg, nach der Reduktionsbestimmung 70 mg beträgt. 
Eine Beteiligung der Brenztraubensäure am intermediären Auf- 


bau des Zuckers ist demnach für die Leber kaum wahrschein- 


lich, ebenso ist eine raschere Umwandlung der Säure in Milch- 
säure oder eine andere Zuckervorstufe nicht anzunehmen. 


Glykolaldehyd. 


Glykolaldehyd wurde von Paul Mayer?) in Versuchen 
am Kaninchen untersucht. Diese Experimente halten jedoch 
mit Rücksicht auf die verwendeten großen Mengen der Sub- 


1) Vgl. zu der ganzen Frage die Resultate von A. Fröhlich und 
L. Pollak, Centralbl. f. Physiol. 26, Nr. 26, 1913, nach denen Keton- 
säuren auf die isolierte Froschleber zuckermobilisierend wirken. 

з) Die starke Abweichung dieser Werte kam durch Übertitrierung 
zustande, ein Fehler, der sich leider nicht mehr gut machen ließ. In 
einer Probe des durchgeschickten Blutes ließ sich unveränderte Brenz- 
traubensäure durch ihr Osazon nachweisen. 

*) Р. Mayer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 38, 1903. 
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stanz und die Toxizität des Aldehyds!) einer strengen Kritik 
nicht stand. Für die Schildkrötenleber kommt Glykolaldehyd 
nach den Untersuchungen von Parnas und Baer?) als her- 
vorragender Glykogenbildner in Betracht. In unserem Versuch 
gelangte Glykolaldehyd in 0,1°/,iger Lösung zur Anwendung, 
eine Schädigung des Blutes ließ sich dabei nicht nachweisen. 
Das Ergebnis war eine beträchtliche Zuckerbildung. | 


Versuch 9. 
18. УП. 1913. 
Hund, ©, älterer, braun-weiß gefleckter Fox, са. 4!/, kg schwer. 
Das Tier erhält am 15. VII. 1,0 g Phlorizin, an den beiden folgen- 
den Tagen је 2,0 р subcutan. Beträchtliche Glucosurie und starke Aci- 
dosis, Leber hochgradig verfettet. 
Lebergewicht 111 р. Die Glykogenuntersuchung ergibt ein nega- 
tives Resultat, eine Zuckerbestimmung im Organ findet nicht statt. 
Blutmenge zu Beginn 1110 ccm 
am Schluß 1090 n 
Blutzucker (polarisiert, Mittel aus je 5 Ablesungen): 
zu Beginn 0,0813°/,, abs. 0,903 g, 


am Schluß 0,1070°/,, abs. 1,167 g. 
Zunahme 264 mg. 


100 g Leber bilden in 1 Stunde 238 mg Zucker aus zu- 
gesetztem Glykolaldehyd. 


Alanin. 


Versuch 10. 
14. УП. 1913. 
Hund, с, weiß-schwarz gefleckter Fox, ca. 8 bis 9 kg schwer. 
Das Tier erhält am 11. VII. 1,0 g Phlorizin, an den beiden folgen- 
den Tagen je 2 g subcutan. Starke Glucosurie und Acidosis, Leber be- 
trächtlich verfettet. | 
Lebergewicht 160 g, Glykogengehalt 0, Zuckergehalt des Organs 
läßt sich quantitativ nicht bestimmen. 
Blutmenge zu Beginn 1140 ccm mit einem Gehalt von 0,2°/, d-l-Alanin 
(Mercksches Präparat). 
Blutmenge am Schluß 1060 ccm. 
Blutzucker zu Beginn 0,0605°/,, abs. 0,690 g 
am Schluß 0,0577°/ n 0,611 g. 
Abnahme um 79 mg. 


1) Vgl. darüber den zweiten Teil dieser Arbeit S. 290. 
т) 1 с. 
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Serin. 


Versuch 11. 
18. УП. 1913. 
Hund, d, ca. 3 kg schwer, junges Tier. 
Erhält am 15. VII. 1,0 g Phlorizin, am 16. und 17. je 2,0 р sub- 
cutan. Glucosurie und Acetonausscheidung stark, Fettinfiltration der 


Leber. 
Lebergewicht 90 g, Glykogengehalt vor und nach dem Versuche 0. 


Zuckergehalt des Organs wird nicht bestimmt. 
Blutmenge zu Beginn 910 ccm mit einem Gehalt von 0,2°/, syn- 
thetischem Benn?) 
am Schluß 835 ccm. 
Blutzucker zu Beginn 0,084°/,, abs. 0,767 g 
am Schluß 0,097°/,, abs. 0,812 р. 

Die daraus berechnete Zunahme von 45 mg ist zu gering, 
um den Versuch mit Sicherheit als positiv ansehen zu können. 
Das negative Ergebnis des Alaninversuches war nach dem 
Ausfall des Versuches mit Brenztraubensäure zu erwarten. Für 
das Serin schienen die Verhältnisse nach theoretischen Über- 
legungen günstiger zu liegen. Geht der Abbau des Serins über 
die oxydative Desamidierung — und es liegt vorläufig kein 
Grund vor, daran zu zweifeln —, so schien der Weg von der 
Oxy-Brenztraubensäure bei der Labilität dieser Substanz zu 


Glykolaldehyd: 
O 


CH, — OH — CO — COOH — CH OH — d + СО, 
“н 
ziemlich naheliegend. Die geringfügige Vermehrung des Zuckers 
in diesem Versuch spricht jedoch keineswegs für eine aus- 
giebigere Umwandlung in diesem Sinne. 

Der Ausfall der Versuche mit Aminosäuren deckt sich mit 
den an der Schildkröte gewonnenen Erfahrungen. Immerhin 
hat das Resultat etwas Befremdendes, da wir gerade beim 
phlorizindiabetischen Tiere eine weitgehende Umwandlung von 
Eiweiß-Aminosäuren in Zucker anzunehmen Grund haben. Die 
zuckerbildende Fähigkeit der Leber scheint gerade in diesem 
Punkte von der Mitwirkung anderer Organe (Muskulatur, 
Drüsen?) abhängig zu sein, in denen vielleicht erst eine Um- 


1) Herrn Dr. Parnas bin ich für die Überlassung dieses Präpa- 
rates zu großem Dank verpflichtet. 
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wandlung der Aminosäuren in die der Leber adäquaten Zucker- 
vorstufen erfolgt. 

Es erübrigt hier noch die bereits oben berührte Frage, 
ob es gestattet ist, aus den an der Phlorizinleber ermittelten 
Befunden auf die Leistung der normalen Leber zu schließen. 
Will man nicht annehmen, daß die Phlorizinvergiftung der 
Leber eine sonst fehlende neue Funktionsfähigkeit verleiht, so 
muß man diese Frage bejahen und auch der normalen Leber 
die Fähigkeit der Zuckerbildung aus Glycerinsäure, Milchsäure, 
Glycerin und Glykolaldehyd zusprechen. Minder sicher ge- 
staltet sich der Schluß in betreff der negativen Ergebnisse. 
Man könnte daran denken, daß die Phlorizinvergiftung die 
Zuckerbildung aus bestimmten Stoffen nicht schädige, wohl 
aber aus anderen, z. B. aus Aminosäuren. Auch dieses Be- 
denken verliert indessen fast alle Bedeutung dadurch, daß die 
normale, nicht phlorizinvergiftete Schildkrötenleber sich in 
diesem Punkte genau so verhält, wie die phlorizinvergiftete 
Hundeleber. 


IV. 
Die Glykogenbildung in der Leber nach Pankreasexstirpation. 


Die Tatsache, daß die Leber bei allen schweren Fällen 
von menschlichem Diabetes sowie nach vollständiger Exstir- 
pation des Pankreas beim Hunde regelmäßig glykogenfrei ge- 
funden wird und in letzterem Falle auch nach Fütterung mit 
Dextrose kein Glykogen ansetzt, läßt eine zweifache Erklärung 
zul. Einmal könnte die Leber ihre Fähigkeit, Zucker zu 
Glykogen zu kondensieren, gänzlich verloren haben. Ein ex- 
perimen:eller Beweis für diese Annahme liegt bis jetzt nicht 
vor. Eine zweite Möglichkeit wäre die, daß die Leber wohl 
noch Glykogen zu bilden vermag, daß aber die gleichzeitig 
unter dem Einfluß chemischer oder nervöser Einflüsse bestehende 
„Glykogenmobilisierung“ eine Glykogenspeicherung verhindert. 
Die letztere Anschauung hat unter dem Einfluß der Lehre von 
der inneren Sekretion entschieden an Boden gewonnen. Die 


1) Vgl. zu dieser Frage: v. Noorden, Die Zuckerkrankheit, 6. Aufl., 
1910, ferner Biedl, Innere Sekretion, 1910, 2. Aufl. 1913; O.v. Fürth, 
Probleme der physiologischen und pathologisehen Chemie 2, 1913, in 
welchen Werken die einschlägige Literatur ausführlich zu finden ist. 
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Untersuchungen von Nishit) an der Leber von Schildkröten 
nach Pankreasexstirpation konnten als experimenteller Beweis 
für diese Meinung gelten. Nishi konnte nämlich zeigen, daß 
die Leber von Schildkröten, bei denen die für den Ausfall des 
Pankreas bei diesen Tieren charakteristische Hyperglykämie 
aufgetreten war, ebenso wie die Leber normaler Tiere bei 
Durchströmung mit Zuckerlösung Glykogenansatz zeigt. Lassen 
sich nun diese am Kaltblüter gewonnenen Erfahrungen ohne 
weiteres auf den Warmblüter und den — pankreasdiabetischen — 
Menschen übertragen? 

Alle bisher gesammelten Erfahrungen lehren, daß die 
Glykogensynthese und der Glykogenabbau voneinander voll- 
kommen unabhängige Vorgänge sind. Sie können daher auch 
unabhängig voneinander in verschiedenster Weise geschädigt 
werden. Bei der Ungleichheit der physiologischen Verhältnisse 
beim Kalt- und Warmblüter erscheint es daher trotz Nishis 
Befunden gerechtfertigt, die Leistungsfähigkeit der Warmblüter- 
leber unter pathologischen Bedingungen zu untersuchen. Die 
Erfahrung, daß es mit der von uns angewendeten Methodik 
gelingt, mit Regelmäßigkeit an der überlebenden Leber 
normaler Hunde durch Dextrosezufuhr Glykogenansatz 
zu erzielen, wies uns geradezu auf diese Aufgabe hin. Da 
wir am vollkommen isolierten Organ arbeiteten, ließ sich zu- 
versichtlich eine prinzipielle Entscheidung dieser Frage er- 
warten. 

Da die Entfernung des Pankreas einen schweren ope- 
rativen Eingriff voraussetzt, war es notwendig, durch eigene 
Versuche festzustellen, inwieweit die Laparatomie als solche 
die Glykogenbildung der Leber beeinflußt. 

Daß bei Hunden nach Laparatomie Glucosurie auftritt, 
ist eine bereits seit längerer Zeit bekannte Tatsache. Ein 
großer Teil der als „Duodenaldiabetes‘ beschriebenen Glucosurie- 
formen gehört sicher in das Kapitel dieser postoperativen 
Glucosurie?). Der Mechanismus dieser Glucosurie, die gewöhn- 
lich 2 bis 3 Tage nach der Operation verschwindet, ist von 


1) Nishi, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 62, 170, 1910. 

#) Vgl. darüber namentlich die Polemik Pflü gers gegen Minkowski, 
Arch. f. d. ges. Physiol. 106 und die folgenden, ferner Biedl, 1. o., wo 
die ganze Literatur in dieser Frage kritisch gesichtet ist. 
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F. Winkler’) sowie von Lichtenstern und Katz?) eingehen- 
der untersucht worden. Nach Lichtenstern und Katz ge- 
nügt die Eröffnung des Peritoneums allein, um beim Hunde 
eine Glucosurie zu erzeugen, und zwar so regelmäßlg, daß man 
das Auftreten der Glucosurie direkt als Indicator benutzen 
kann, ob bei einer Operation das Peritoneum eröffnet wurde. 
Nach Bang), der die Laparatomieglucosurie unter die durch 
Adrenalin bedingten Formen einreiht, findet sich eine be- 
trächtliche Steigerung des Blutzuckers (von 0,10°/, auf 0,19°/,)- 
Als Ursache der Hyperglykämie sieht Bang die Abkühlung 
des Darmes an, eine Annahme, die nach den Untersuchungen 
von Winkler kaum zutreffen dürfte. 


Tabelle VIII. 
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О 10,21 10,21 Milzexstirpation. An den der 


. | 800 com Hunde- | Operation folgenden Tagen 
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blut + 100 eem 
Lockesche Lö- 
sung -+ 100 cem 
20°/,ige Trau- 

benzuckerlösung 


‚| 600 eem Hunde- 
blut + 400 ccm 
Lockesche Lö- 
sung + 100 ccm 
20% ,ige Trau- 
benzuckerlösung 
900 сеш Hunde- 
blut + 100 eem 
20°/,ige Trau- 
benzuckerlösung 











deutliche Glucosurie, die 
quantitativ nicht verfolgt 
wird. Geringe Peritonitis. 
Tier hungert seit der Ope- 
ration. 








0 10,34 [0,34] Milzexstirpation. An den fol- 
genden Tagen 140 ccm bzw. 
210 com Harn mit 0,4°|, 
bzw. 0,25°/, Zucker. Keine 
Peritonitis. Das Tier hun- 
gert seit der Operation. 

















50Min. 3,36 5,01 |1,65| Laparotomie mit sofortigem 


á Schluß der Wunde. Am 
1. VI. 114 ccm Harn mit 
0,96%/, Zucker, der Harn 
vom 2. VI. zeigt deutliche 
Reduktion. Keine Peri- 
tonitis. Das Tier erhält 
am Tage nach der Оре- 
ration wieder sein Futter. 


8|30. У. |2. УІ. | 4 Tage |145 

















| 
| 
| 





In unseren eigenen Versuchen konnten wir zunächst die 
Angaben von Winkler sowie von Lichtenstern und Katz 


1) Ferd. Winkler, Centralbl. f. Physiol. 24, 311. 
®) Lichtenstern und Katz, Verhandl. d Deutsch. Ges. f. Uro- 
logie, III. Kongr. Wien 1911, S. A. 


5) Ivar Bang, Blutzucker, Monographie 1913 (Bergmann) S. 110. 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 20 
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bestätigen. Ein Einfluß der Laparotomie auf die Glyko- 
genbildung ließ sich jedoch keinesfalls konstatieren. Auch 
wenn die Leber nach der Operation glykogenfrei gefunden 
wird, bildet sie bei Zufuhr von Traubenzucker ansehnliche 
Mengen Glykogen. Um die Verhältnisse denen bei der Pan- 
kreasexstirpation vorhandenen wenigstens annähernd ähnlich zu 
gestalten, wurde in zwei Versuchen bei den Tieren nach über- 
flüssig ausgedehnter Eröffnung des Peritoneums die Milz ex- 
stirpiert, in einem dritten Versuch das Peritoneum in einer 
Ausdehnung von 10cm gespalten und sofort wieder vernäht. 

In drei Versuchen ergibt sich also regelmäßige Glykogen- 
bildung, trotz noch bestehender Glucosurie hat die Leber die 
Fähigkeit zum Glykogenansatz n'cht verloren. 

Daß’ auch partielle Ausschaltung des Pankreas die Leber 
nicht in diesem Sinne beeinflußt, geht aus dem folgenden Ver- 


such hervor: 
Versuch 9. 
3. V. 1913. 

d Hund von Al, kg. Junges, gut genährtes Tier. Nach Median- 
schnitt und Eröffnung des Peritoneums wird das Pankreas an der ganzen, 
dem Duodenum und Magen anliegenden Partie isoliert, nach Abbindung 
sämtlicher Gefäße dieses Abschnitts noch der Ductus pancreaticus 
ligiert und durchtrennt. Es bleibt nur die Pars lienalis und Pars libera 
descendens (Processus uncinatus nach Pflüger) in Versorgung mit den 
Gefäßen. 

5. У. 180 ccm Harn, mit 1°/, Zucker. Tier sehr munter. 

6.V. Das Tier erhält am Vorabend 250 ccm Milch. Der Harn, 
200 ccm, enthält 3,6°%/, Zucker. 

7. У. 150 ccm Harn mit 0,5°/, Zucker. Vom 8. У. an enthält der 
Harn bei gewöhnlicher Fütterung (Hundekuchen) keinen Zucker mehr. 

20. V. Das Tier erhält 20 р Dextrose рег os und scheidet in den 
folgenden 24 Stunden 410 cem Harn mit 0,3°/, Zucker aus. 

22. V. Durchblutung mit 950 сеш Hundeblut (das Blut des Tieres 
wird nicht verwendet) mit einem Zusatz von 100 ccm 20°/,iger Glucose- 
lösung. Die Autopsie zeigt das Pankreas am Duodenum und Magen in 
junges Bindegewebe eingebettet, geschrumpft und derb fibrös. 

Dauer der Durchblutung: 50 Min. Lebergewicht 112 g. 

Glykogengehalt vor dem Versuch 2,67 g, 

nach » п 3,99 g. 

Zunahme 0,92 р. 


Trotz deutlicher Zeichen einer funktionellen Schwäche des 
Pankreas (alimentäre Glucosurie) hat die Leber fast 1g Gly- 
kogen neu gebildet. 
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Endlich könnte daran gedacht werden, daß der bei der 
Pankreasexstirpation gesetzte operative Eingriff zu einer Ver- 
änderung der Nebennieren, speziell zu einer Ausschüttung des 
Adrenalins führt!) und auf diesem Wege die Glykogenbildung 
beeinflusse. Ist ja doch seit der Entdeckung der Adrenalin- 
glucosurie durch Blum?) eine ganze Reihe von Arbeiten er- 
schienen, die den Pankreasdiabetes als einen positiven Adre- 
nalindiabetes deuten). Die Anhaltspunkte für eine derartige 
Annahme sind zwar keineswegs überzeugend. Berücks'chtigt 
man die Resultate, die L. Pollak" bei chronischer Applika- 
tion von Adrenalin bei Kaninchen erhielt — trotz Hungers 
und Adrenalin beträchtliche Neubildung von Glykogen —, so 
scheint damit eine Einwirkung des Adrenalins auf die glyko- 
genbildende Funktion der Leber bereits widerlegt. Auch beim 
Hunde vermag das Adrenalin die Leber in dieser Richtung 
nicht zu beeinflussen, wie folgender Versuch beweist. 


Versuch 12. 
28. V. 1913. 

© Hund von 3!/, kg erhält 9% а. m. 10 mg Adrenalin subcutan. 
Nach der Injektion wird das Tier unruhig, schreit und zeigt die typi- 
schen Vergiftungesymptome. 

4% р. m. wird das Tier durch Entbluten getötet, der Blasenharn 
— 45 ccm — enthält 3°, Zucker. Durchblutung mit 1010 ccm Blut 
cines normalen Tieres. Zusatz von 100 ccm 209/,ірег Dextroselösung. 

Lebergewicht 116 д. Dauer der Durchblutung: 50. Min. 

Glykogengehalt: vor dem Versuch: minimale, quantitativ nicht be- 

stimmbare Spuren, 
nach dem Versuch: 0,54 д. 
Zunahme: 0,54 g. 


Nach Injektion von fast 3 mg Adrenalin pro Kilogramm 
Körpergewicht hat sonach die durch Adrenalinwirkung glykogen- 
frei gemachte Leber die Fähigkeit, Glykogen zu bilden, nicht 
verloren. 


1) Vgl. dazu die Auffassung Bangs über die Genese der Lapara- 
tomieglucosurie, 1. c. 

1) Е. Blum, Deutsches Arch. f. klin. Med. 71, 1901; Arch. f. d. 
ges. Physiol. 90, 1902. 

3) Die hierher gehörige Literatur bei Biedl, Innere Sekretion, 2. Aufl., 
1, 493, 1913. 

*) L. Pollak, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 61, 1909. 

20* 
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Das Ergebnis dieser Vorversuche lehrt überzeugend, daß 
die Fähigkeit der Leber, Glykogen zu bilden, durch den ein- 
fachen operativen Eingriff bei der Pankreasexstirpation an sich 
nicht aufgehoben wird. Um so beweisender erscheint danach 
das Resultat der nachstehend mitgeteilten Versuche, bei denen 
die Lebern von pankreasberaubten Hunden 32 Stunden bis 
5 Tage nach der Operation auf ihr Glykogenbildungsvermögen 
geprüft werden. 


Die Technik unserer Versuche unterscheidet sich in nichte von der 
bei normalen Tieren angewendeten. Nur gebrauchten wir die Vorsicht, 
um irgendwelchen störenden Einflüssen aus dem Wege zu gehen!), das 
Blut der Versuchstiere nicht zur Durchblutung zu verwenden. Es kam 
stets das Blut normaler, gut genährter Tiere in Anwendung. Die Ver- 
suchstiere selbst waren Hunde mittlerer Größe von 5 bis 12 kg, die den 
Tag vor der Operation auf Hunger gesetzt wurden. Die Operation 
selbst wurde unter ascptischen Kautelen in Morphium-Äthernarkose aus- 
geführt, im speziellen hielten wir uns an die von Witzel?) gegebene 
klassische Methode, die bei vollkommener Schonung der Gefäße des 
Duodenums allein eine totale Exstirpation der Drüse garantiert. Die 
gewiß einfacher und rascher auszuführende Methode von Нё опр?) kam 
nicht zur Anwendung, da das Zurückbleiben kleiner Drüsenreste am 
Duodenum bei ihr immer riskiert werden muß. Die Tiere kamen 
32 Stunden bis 5 Tage nach der Operation zum Versuch, die Glucos- 
urie war 12 Stunden nach der Operation regelmäßig nachweisbar. 

In der Mehrzahl der Fälle bestand, wie die Legalsche Probe zeigte, 
auch geringe Acetonurie, Eisenchloridreaktion wurde nie beobachtet. 
Mit Ausnahme von 2 Versuchen, bei denen dies ausdrücklich vermerkt 
ist, bestand keine Peritonitis; die Tiere waren sämtlich munter und er- 
hielten, wenn sie länger als drei Tage am Leben gelassen wurden, auch 
wieder zu fressen. 


Wir untersuchten zunächst, ob sich durch entsprechenden 
Zusatz von Dextrose zum Durchblutungsblute Glykogenansatz 
erzielen läßt. Die Versuche sind in Tabelle IX zusammen- 
gestellt; maßgebend für die Anordnung war die seit der Opera- 
tion verstrichene Zeit. Bemerkt soll noch werden, daß wir 
uns regelmäßig von der vollkommenen Entfernung des Pan- 
kreas bei der Autopsie überzeugen konnten. 


1) Vgl. die Arbeiten von Knowlton und Starling, Journ. of 
Physiol. 45, 1912. 

9) О. Witzel, Arch. f. d. ges. Physiol. 106, 173, 1905. 

3) Hedon, Arch. internat. de Physiol. 10, 1911. 
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213 flüssigkeit 
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in.| 600 ccm Hunde- 
blut + 400 есш 
Lockesche Lö- 
sung + 100 ccm 
20°/,ige Trau- 
benzuckerlösung 
1050 cem Hunde- 
blut + 100 eem 
20°/,ige Trau- 
benzuckerlösung 


115/50 Min. 


650 ccm Hunde- 
blut -+ 350 eem 
Lockesche Lö- 
sung + 100 сеш 
20°/,ige Trau- 
benzuckerlösung 
in.] 950 ccm Hunde- 

blut + 100 eem 
| 20°/,ige Trau- 
benzuckerlösung 


165| 1 Std. 








1000 сет Hunde- 
blut + 100 eem 
20°/,ige Trau- 
| benzuckerlösung 


17811 Std. 
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Glykogen- 
gehalt 


Ca. 150 cem Harn (nicht 





vollständig!) mit 3,81®/, 
Zucker. Keine Zeichen einer 
Peritonitis. Auch nach 


48stündigem Stehen in bei- 
den Proben auf Glykogen 
keine Reduktion nachweis- 
bar. 


Geringgradige Peritonitis mit 
fibrinös - eitriger Auflage- 
rung der dem Magen ad- 
härenten Milz. Am ersten 
Tage 300 ccm Harn mit 
0,59%, Zucker, der Harn des 
zweiten Tages unbrauch- 
bar (mit Erbrochenem ge- 
mischt). 


Am 29. ІУ. 210 сет Harn 
mit 3,66%, Zucker. Harn 
vom 30. IV. 150 cem mit 
4,2%. Aceton -+. Keine 
Peritonitia. 


Am 8. VI. 800 ccm Harn mit 
2,59%, Zucker. Aceton +. 
Am 9.VI. 860 ccm Harn 
mit 1,430/, Zucker, Ace- 
ton +. Harn vom 9. und 
10. VI. durch Kot verun- 
reinigt. Das Tier wird vom 
8. VI. abends an gefüttert. 
Keine Peritonitis. 


Am 21.VI. 275 ccm Harn 
mit 5%, Zucker. Der Harn 
der folgenden Tage, der 
auch positive Acetonreak- 
tion gibt, leider nicht voll» 
ständig aufgefangen. 


In fünf Versuchen konnten wir sonach niemals Glykogen- 
bildung erzielen unter Verhältnissen, unter denen die normale 
Leber, auch wenn sie durch irgend andere Einwirkungen gly- 
kogenfrei gemacht ist, regelmäßig Glykogen ansetzt. Da wir 
das Blut der operierten Tiere nicht zum Versuch verwendeten, 
ist ein störender Einfluß irgendwelcher im Blute angehäufter 
Stoffe (intermediäre, saure Produkte; Toxine??) auszuschließen. 
Wir glauben uns daher berechtigt anzunehmen, daß 
die Leber des Hundes nach Pankreasexstirpation die 
Fähigkeit verloren hat, aus Traubenzucker Glykogen 


zu bilden. 
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Das gleiche gilt für Lävulose. Das vielfach erörterte 
Verhalten beim diabetischen Menschen?!) sowie die Tatsache, 
daß Minkowski’) beim pankreaslosen Hunde durch Lävulose- 
fütterung Glykogenansatz erzielen konnte, räumen diesem Zucker 
eine gewisse Ausnahmestellung ein. Auch die Erfahrungen über 
die verschiedene Resistenz von Kaninchen nach Dextrose und 
Lävulosefütterung, die L. Pollak?) veröffentlichte, unterstützen 
eine solche Annahme. Unsere Versuche freilich konnten keine 
Differenz zwischen Dextrose und Lävulose aufdecken (siehe 














Tabelle X). 
Tabelle X. 
Eg Ä Е Бы Giyk 
a2. |® TZ |Durchblut zehalt ` 
WX: | ү, | 83 BAGS DL рш шй Bemerkungen 
2 o] з £ flüssigkeit 
125 даб 
3 Tage |178. 1 564. |900 eem Hunde- 3. V. 225 eem Нат mit 


3,93%, Zucker. Aceton + 
sm (Harn дег vorb:rgebenden 

| Lockesche Lö- Tage) Am Tage sellet 

| sun 100 com entleert 70 ccm Harn mit 

2007 ag Lävu- 4,230), Zucker. Aceton +. 

| 10186 Keine Peritonitis. 

| loselösung 

| 

| 

| 


blut 4 100 eem 





| 
| 





ul 4. VI. 6. УГ. 


2 Tage 26050 Мір |1400 com Hunde- 5. VI. 320 eem Harn mit 
í blut + 100 сот 8,22%, Zucker. Aceton +. 
| | ЬЕ 6. VI. 650 ccm Harn mit 
I 25°/ ige Lävu- | 7,14%/, Zucker. Aceton +. 
loselösung Serös-hämorrhagische Pe- 

ritonitis, 


Die Theorie J. de Meyers‘), die auf Grund des verschie- 
‘denen Verhaltens der beiden Zucker im Gesamtorganismus eine 
Synthese des Glykogens aus Lävulosebausteinen annimmt und 
beim pankreasdiabetischen Tiere die Fähigkeit der Leber, Aldosen 
in Ketosen umzubauen, als aufgehoben postuliert, gewinnt durch 
den Ausfall unserer Versuche keineswegs eine Stütze. 

Das eindeutige Ergebnis aller dieser Versuche, wonach der 
Ausfall des Pankreas die Glykogensynthese in der Leber auf- 
hebt, forderte dazu auf, zu untersuchen, ob es nicht möglich 


1) Siehe darüber у. Noorden, Die Zuckerkrankheit, 6. Aufl., 1910. 

*) Minkowski, Arch. f. experim. Path. u. Pharm. 81, 1893. 

3) L. Pollak, ibid. 61, 1909. 

4 J. de Meyer, zit. nach Jahresber. d. Tierchemie (Maly) 40, 811 
(über das Jahr 1910). 
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wäre, durch Zufuhr von Pankreasbestandteilen diesen Ausfall 
wieder auszugleichen. Nach dem Resultat unserer bisherigen 
Versuche in dieser Reihe, die ja alle mit dem Blute normaler 
Tiere angestellt waren, hatte ein Gelingen solcher Versuche von 
vornherein wenig Aussicht auf Erfolg. Auch die Erfahrungen, 
die man sonst an pankreasdiabetischen Tieren und Menschen 
bei Versuchen mit Organotherapie machte, konnten zu einem 
weiteren Vorgehen nicht sehr ermutigen. Auf die Angaben von 
Freund und Popper’) hin, die in ihren Infusionsversuchen 
am normalen Tier eine Förderung des Glykogenansatzes durch 
Pankreasextrakt konstatierten, machten wir einen Versuch mit 
gleichzeitigem Zusatz von frischem Extrakt aus Hundepankreas. 
Das Ergebnis war negativ. 


Versuch 15. 


Hund &, 12,7 kg schwer. Pankreasexstirpation am 10. VI. 13, Harn 
vom 11. VI. verloren, am 12. VI. 900 eem mit 6,25°/, Zucker, Aceton +. 
— Harn vom 13. VI. 420 ccm mit 12,5°/, Zucker, Aceton +. 13.VI. 11®a.m. 
Durchblutung mit 1200 eem Blut zweier normaler Tiere. Zusatz von 
100 ccm 20°/,iger Traubenzuckerlösung und 65 ccm frischen Pankreas- 
extraktes durch Verreiben eines frisch entnommenen Hundepankreas mit 
physiologischer Kochsalzlösung hergestellt. 

Lebergewicht 195 д. Dauer der Durchblutung: 50 Minuten. 


Glykogengehalt vorher 0 
n nachher 0. 
Es ist klar, daß dieser vereinzelte Versuch nur zeigt, daß 
auf diesem Gebiete auch nach unserer Methode nicht billige 
Erfolge einzuheimsen sind. 


ү. 
Die Glykogenbildung in der Phlorizinleber. 


Neben dem Pankreasdiabetes ist die durch Phlorizin hervor- 
gerufene Glucosurie wohl die bestbekannte und meist studierte 
Form des experimentellen Diabetes. Ich will mich hier nicht 
auf die prinzipiellen Gegensätze einlassen, die man zwischen 
diesen beiden Formen als Diabetes hyperglycaemicus und 
Diabetes hypo- bzw. aglycaemicus aufgerichtet hat. In meinen 
Versuchen interessierte zunächst das Verhalten der Leber. 


е 
> 


1) E.Freund und Hugo Popper, diese Zeitschr. 41, 1912. 
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Eine Wirkung des Phlorizins auf die Leber hat zuerst 
Grube!) zu beweisen gesucht. Die Versuche Grubes an der 
Schildkröte wurden jedoch kurze Zeit darauf von Schöndorf 
und Suckrow?) angefochten, keineswegs aber voll überzeugend’). 
In einer weiteren Arbeit an Hunden setzte Grube‘) seine Ver- 
suche fort und konnte nachweisen, daß intravenöse Phlorizin- 
injektion beim Hunde binnen kurzer Zeit beträchtlichen Gly- 
kogenschwund der Leber bewirkt. Die Menge des ausgeschütteten 
Glykogens übertraf die im Harn ausgeschiedene Zuckermenge 
beträchtlich. Ausschaltung der Niere hemmte die Glykogenabgabe 
nicht. Wie aus den früher angeführten Versuchen hervorgeht, 
geht die Zuckersynthese in der Phlorizinleber in großem Um- 
fange vonstatten. Läßt sich nun ein Einfluß des Phlorizins 
auf die Glykogenbildung nachweisen? Ich glaube diese Frage 
auf Grund meiner Versuche bejahen zu können. 


Tabelle XI. 
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Am 27. u. 28. V. je 0,5 g Phlorizin 






100 ccm 





i оро; ; subcutan. 
29. У. 18 209% ,іве Harn: ат 28. У. 110 ccm mit 
; Dextrose- 7,859, Zucker. 
lösung am 29.V. 160 ccm mit 
13,30/, Zucker, Aceton + 
| Leber in geringem Grade verfettet. 
14 50 | 100 ccm Am 3. u. 4. VI. је 1,08 on 
5 | oi $ Harn: 4. VI. 150 ccm mit 19,5%, 
5. УТ. 13 | 20 Гоіве Zucker. 
коше 5. VI. 340 ccm mit 109/0 
| lösung Zucker, Aceton + 





Leber geringgradig fett infltriert. 


Die Tiere wurden während der Phlorizinbehandlung reich- 
lich gefüttert, um einen höheren Grad der Verfettung zu ver- 
meiden. Die Applikation des Phlorizins erfolgte in alkoholischer 
Lösung, ein Vorgehen, das weitaus angenehmer ist, als die In- 


!) Grube, Arch. f. а. ges. Physiol. 128, 118. 

2) Schöndorf und Suckrow, ibid. 138, 538. Die Dissertation 
von Suckrow über denselben Gegenstand stand mir leider nicht zur 
Verfügung. 

з) Vgl. dazu die Abwehr Grubes in der folgenden Arbeit. 

*) Grube, Arch. f. d. ges. Physiol. 139, 165. 
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jektion in Ölemulsion nach Coolen!) und nach den Angaben 
von Lusk’) den gleichen Dauereffekt bewirkt. Die näheren 
Einzelheiten der Versuche sind aus Tabelle XI ersichtlich. Auch 
hier wurde das Blut der Versuchstiere nicht zur Durchblutung 
verwendet. 

Bei dem relativ geringen Grade der Verfettung erscheint 
es ausgeschlossen, den Ausfall der Glykogenbildung auf eine 
mechanische Behinderung derselben durch Fettanhäufung zurück- 
zuführen. Da, wie oben gezeigt, die Phlorizinverfettung die 
Zuckersynthese in der Leber nicht aufhebt, so wäre es auch 
schwer zu verstehen, warum sie auf mechanischem Wege die 
Glykogensynthese hemmen sollte Durch Phlorizin wird dem- 
nach die Leber in ähnlichem Sinne funktionell beeinflußt, wie 
durch den Ausfall des Pankreas, und die große Ähnlichkeit der 
Stoffwechselstörung nach Pankreasexstirpation einerseits, nach 
Phlorizin andererseits erscheint danach dem Verständnis wesent- 
lich nähergerückt. 


Zusammenfassung. 


1. Bei geeigneter Versuchsanordnung gelingt es, auch an 
der überlebenden, isolierten Warmblüterleber (Kaninchen, Hund) 
mit Regelmäßigkeit Glykogenansatz zu erzielen. 

2. Als direkte Glykogenbildner kommen Dextrose und 
Lävulose in Betracht. Galaktose wird, ebenso wie Maltose, 
nicht direkt zu Glykogen synthetisiert. 

3. Milchsäure, Glycerinsäure, Glycerin- und Glykolaldehyd, 
die direkt kein Glykogen zu bilden imstande sind, erweisen 
sich bei der Durchblutung der glykogenfreien Leber phlorizin- 
vergifteter Hunde als ausgesprochene Zuckerbildner. 

4. Brenztraubensäure, ferner die Aminosäuren Alanin und 
Serin kommen als Zuckerbildner für die isolierte Leber nicht 
in Betracht. 

5. Nach Exstirpation des Pankreas — nach einem Zeit- 
raum von 32 Stunden bis 5 Tagen — läßt sich bei der Durch- 
blutung der Hundeleber mit dem Blute normaler Tiere kein 
Glykogenansatz durch Traubenzucker und Lävulose erzielen. 


1) Coolen, zit. nach Lusk, Ergebn. d. Physiol. 12, 1912. 
®) Graham Lusk, Ergebn. d Physiol. 12, 1912, wo auch die ganze 
Literatur über Phlorizindiabetes erschöpfend behandelt ist. 
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Zusatz von Pankreasextrakt konnte in einem Versuche die 
Glykogenbildung nicht wieder herstellen. Partielle Ausschaltung 
des Pankreas bei ausgeprägten funktionellen Störungen hindert 
unter gleichen Bedingungen die Glykogenbildung nicht. 

6. Diese funktionellen Veränderungen der Leber können 
nicht als Folgeerscheinung des operativen Eingriffes aufgefaßt 
werden. Die nach Laparatomie auftretende Glucosurie hemmt 
ebenso wie Adrenalinvergiftung die Glykogenbildung in keiner 
Weise. 

7. Vergiftung mit Phlorizin hindert die Glykogenbildung 
in der Hundeleber wie die Pankreasexstirpation. 

8. Die durch Phlorizinvergiftung gesetzte Störung im Gly- 
kogenbildungsvermögen der Leber läßt sich nicht als Folge der 
durch Phlorizin bedingten Fettinfiltration auffassen. Die Zucker- 
bildung an der maximal verfetteten Phlorizinleber bleibt voll- 
kommen erhalten. 


Herrn Dr. R. Löffler-Basel und Herrn Dr. Arthur Bau- 
mann-München bin ich für die bei den Operationen in kolle- 
gialster Weise geleistete Mithilfe zu großem Danke verpflichtet. 


Die Wirkungsbedingungen des Labferments. 
Von 


L. Michaelis und A. Mendelssohn. 


(Aus dem biologischen Laboratorium des städtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 24. November 1913.) 


Die vorliegende Untersuchung beabsichtigt nicht, die ganze 
und zum großen Teil noch ungeklärte Frage der Labwirkung 
aufzurollen, sondern nur einen ganz bestimmten Punkt zu 
klären, der in allen bisher vorliegenden Untersuchungen noch 
nicht mit der erforderlichen Genauigkeit berücksichtigt worden 
ist. Zwar hat schon Hammarsten?) grundlegend festgestellt, 
daß die Fällung des Caseins durch Säure und durch Lab zwei 
ganz verschiedene Prozesse sind, daß die Labfällung keiner 
freien Säure bedarf, sondern statt dessen die Gegenwart von 
Kalksalzen. Aber ebensowenig wie er, entsprechend dem da- 
maligen Stande der physikalischen Chemie, genaue Angaben 
über diejenige Wasserstoffionenkonzentration machen konnte, 
die die sog. Säurefällung des Caseins hervorrufen, ebensowenig 
konnte von ihm und den späteren Untersuchern genau an- 
gegeben werden, welches die für die Labfällung günstigste 
Wasserstoffionenkonzentration sei. 

Der einzige, der bei Labuntersuchungen die H'-Konzen- 
tration gemessen hat, ist van Dam", Jedoch ist seine Ver- 


1) Hammarsten, Zur Kenntnis des Caseins und des Labfermentes. 
Malys Jahrb. 1877, 158. 

Denn Dam, a) Beitrag zur Kenntnis der Labgerinnung. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 58, 295; b) Wirkung des Labs auf Paracaseinkalk. 
Ebenda 61, 147; c) Zur Frage der Identität von Pepsin und Chymosin. 
Ebenda 64, 316; а) Die Verdauung des Caseins durch Pepsin vom Kalb, 
Schwein und Rind. Ebenda 79, 247. 
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suchsanordnung und Fragestellung anders als unsere. Er hat 
im wesentlichen bei der natürlichen Reaktion der Milch ge- 
arbeitet und diese, wenigstens bei den auf die Labfällung 
bezüglichen Versuchen, nur durch Zugabe geringer Mengen von 
Lauge oder HCl verändert. Seine Untersuchungen umfassen 
nur das H Gebiet zwischen etwa 3.1078 und 1,7:10”*. Er 
kommt zu dem Schluß, daß die Labwirkung der [H’J]-Kon- 
zentration proportional steige. Dies würde aber zu dem 
Schluß führen, daß bei weiterer Steigerung der Acidität die 
Labwirkung immer stärker würde und schließlich ohne Grenze 
in die fällende Wirkung der Säuren übergehe. Die Fällung 
durch Lab wäre in diesem Sinne nichts weiter, als eine Ver- 
breiterung der Säure-Flockungszone des Caseins nach der weniger 
sauren Seite zu. Diese Auffassung wäre aber, wie wir zeigen 
werden, nicht zutreffend; vielmehr geht die Labwirkung mit 
steigender Acidität durch ein Maximum, und die reine 
Säurefällung des Caseins ist deutlich von der Labfällung zu 
unterscheiden. 

Weiter fand van Dam, daß steigender Zusatz von lös- 
lichen Ca-Salzen die Milch saurer macht, und er erklärt damit 
zum Teil die befördernde Wirkung der Ca-Salze für die Lab- 
gerinnung; Ca-Zusatz wirke ganz analog einer vermehrten An- 
säuerung. Die Annahme, daß der Kalk nur durch seinen 
Einfluß auf die Acidität die Labwirkung unterstütze, würde 
jedoch nicht zutreffen. In unseren Versuchen drückten wir 
den Einfluß, den die Ca-Salze auf die [H] haben könnten, 
durch Regulatoren stark herunter und konnten so den Ein- 
fluß von Н” und Ca” gesondert deutlich erkennen. Über- 
haupt beschäftigt sich van Dam mehr mit der proteo- 
lytischen Wirksamkeit des Lab, während wir uns in dieser 
Mitteilung ganz auf die fällende Wirkung beschränken wollen. 

Über die für die Säurefällung, ohne Gegenwart von 
Lab, günstigste [Н`] haben wir in früheren Arbeiten?) berichtet 
und diese gleich 2,5-10”® gefunden, mit der Maßgabe, daß 
äußerst verdünnte Caseinlösungen überhaupt nur in unmittel- 
barer Umgebung dieses Optimums ausgefällt werden, während 
stärkere Lösungen ein breiteres Bereich der Fällung um diesen 


!) P. Rona und L. Michaelis, diese Zeitschr. 28, 193, 1910. 
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optimalen Punkt herum zeigen. Es wurde nun schon in einer 
weiteren Arbeit!) darauf aufmerksam gemacht. daß bei 
Gegenwart größerer Salzmengen eine Erscheinung eintritt, die 
wir als die Asymmetrie der Fällungsreihe bezeichneten: 
Die Abnahme der Fällungsintensität erfolgt, vom Fällungs- 
-optimum aus gerechnet, bei geometrischer Reihe der [H']-Stufen, 
nach der weniger sauren Seite schnell, nach der saureren 
Seite allmählich, so daß das früher bestimmte Fällungsoptimum 
nicht mehr in der Mitte der überhaupt noch gefällten Zone 
steht. Da wir bei den Labversuchen stets mit kalkhaltigen 
Lösungen arbeiten müssen, ist es unsere erste Aufgabe, den 
Einfluß des CaCl, auf die reine Säurefällung des Caseins ohne 
Lab zu studieren. Es zeigte sich nun, daß CaCl, in noch 
höherem Maße die Eigenschaft hat, das Fällungsgebiet nach 
der sauren Seite zu verschieben. Während aber früher bei 
Versuchen mit NaCl und Na-Acetat trotz alledem einigermaßen 
deutlich erkennbar blieb, daß das wirkliche Optimum der 
Fällung etwa dasselbe bleibt wie in salzarmer Lösung, so daß 
die Reihe nur unsymmetrisch um dieses Optimum gruppiert 
ist, kann man das bei den Versuchen mit Kalksalzen nicht 
mehr so sicher sagen. Zwar scheint es, daß die ganz zuerst, 
unmittelbar nach dem Vermischen entstehende Trübung mit 
dem früher bestimmten Fällungsoptimum übereinstimmt; aber 
in wenigen Minuten verändert sich der Anblick derartig, daß 
man jetzt das Fällungsoptimum als erheblich mehr nach der 
sauren Seite zu verschoben betrachten muß. Die Deutung 
dieser Erscheinung ist bisher ebenso schwierig wie die der 
anderen Salzwirkungen, während hingegen die reine Wirkung 
der Wasserstoflionenkonzentration durch die Theorie des iso- 
elektrischen Punktes als völlig geklärt angesehen werden kann. 
Je nach der Menge des zugegebenen CaCl, ist diese Verschie- 
bung des Fällungsoptimums mehr oder weniger ausgebildet, 
und z. B. bei einem Gehalt der Lösung von ®/,,CaCl, liegt 
das Fällungsoptimum bei einer [Н] von 3.107*, während 
es in kalkfreier Lösung, wie früher, zu 2,5-10”° gefunden 
wurde. 


DL Michaelis und Н. Pechstein. Der isoclektrische Punkt 
des Caseins. Diese Zeitschr. 47, 260, 1912. 
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Ferner kann noch nachgetragen werden, daß Säurefällungs- 
versuche mit verdünnter Milch genau die gleichen Resultate 
gaben wie reine Caseinlösungen; dabei verhält sich 10 bis 
30 fach verdünnte Milch so, als ob sie praktisch als kalkfrei 
zu betrachten wäre; das stimmt mit den Beobachtungen an 
Caseinlösungen überein, die zur Entfaltung der beschriebenen 
Kalkwirkung eines viel höheren Gehaltes von Ca bedürfen, als 
dieser in 10 bis 30 fach verdünnter Milch vorhanden ist; ferner 
auch damit, daß die so verdünnte Milch mit Lab nicht ge- 
rinnt, wenn nicht ein Kalksalz zugegeben wird. 

Zusatz eines Labpräparates selbst in ziemlich hoher Kon- 
zentration zur Caseinlösung oder Milch bei Abwesenheit von 
Kalksalzen ändert an dem Säurefällungsoptimum des Caseins 
во gut wie nichts; vielleicht daß bei sehr hohen Labmengen 
die Intensität der Flockung auch im optimalen Punkt ein klein 
wenig geringer ist. 

Sobald aber gleichzeitig reichlich сьс, und Lab vor- 
handen ist, ist die Säureflockung des Caseins in seinem früher 
gefundenen Optimum deutlich unterdrückt, mag man nun das 
Optimum des kalkhaltigen oder kalkfreien Caseins als Vergleich 
wählen. Je mehr man entweder mit der Labmenge oder mit 
der Ca-Menge heruntergeht, um so deutlicher tritt die Säure- 
fällung wieder hervor. Jedenfalls ist in einer Caseinlösung, 
die relativ zum Casein reichlich Ca und Lab enthält, kein 
freies Casein mehr vorhanden, das sich nachträglich noch bei 
einer [H] von 3.1075 bzw. 3.10% ausfällen ließe; bei dieser 
[H] bleibt eine solche Lösung fast ganz klar, es tritt hier 
weder eine Säure- noch auch trotz Gegenwart von Kalk eine 
Labfällung ein. 

Dagegen entsteht hier bei einer ganz anderen [Н] eine 
energische Fällung, und das ist eben die Labwirkung. Um die 
optimale [H] für diese zu studieren, muß man mit sehr ver- 
dünnten Casein- oder Milchlösungen arbeiten; bei dickeren 
Lösungen ist die Fällung, wie zu erwarten, nicht scharf an 
eine ganz bestimmte [H] gebunden, sondern erstreckt sich mehr 
oder weniger weit nach beiden Seiten des Optimums. Dieses 
Optimum ist ungefähr bei [H] = 4-107”; meist ist die Zone 
zwischen 2-1077 und 1-10”° gleichwertig, und zwar, soweit 
man es in Anbetracht der nicht völligen Schärfe dieses Punktes 
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sagen kann, unabhängig von der Konzentration des Caseins, 
des Labs, des Kalks. Die Konzentration dieser Stoffe hat 
nur Einfluß auf die Mächtigkeit des Niederschlags, auf die 
Breite der Zone, über die sich die Fällung zu beiden Seiten 
ihres Optimums überhaupt noch erstreckt, und somit auch 
auf die Schärfe des Optimumpunktes; dieser stellt eben je 
nach der Masse des Niederschlages einen scharfen Punkt oder 
eine breite Zone dar; die Menge des Labs hat natürlich, wie 
von anderen Autoren (besonders E. Fuld) schon genau unter- 
sucht worden ist, Einfluß auf die Zeitdauer, die das Auftreten 
der Flockung erfordert. 

Wählt man die relativen Mengen an Casein, Lab und 
Kalk derart, daß die Säureflockung ein wenig, aber nicht ganz 
unterdrückt wird, und daß zweitens die Labfällung nicht zu 
massig wird, so kann man in ein und derselben Reihe bei 
abgestufter [H] sowohl das Laboptimum wie das Säure- 
optimum erkennen und zwischen ihnen eine Zone, in der 
keine Fällung stattfindet. Natürlich bedarf es zur De- 
monstration dieser interessanten Erscheinung gut ausprobierter 
Mengen an Casein, Ca und Lab, und zwar ziemlich viel Casein 
(ca. 0,3°/,) und genügend Kalk (™/,,) und Lab (0,0005 bis 0,005°/, 
Рервіп). Andernfalls verbreitern sich die beiden Fällungszonen 
derart, daß sie ohne Grenze ineinander übergehen. Aber selbst 
hier erkennt man zwischen den beiden Optima gewöhnlich 
noch eine Zone wenigstens geringerer Fällung. 

Diese Erscheinung hat eine große Ähnlichkeit mit den von 
L. Michaelis und H. Davidsohn!) beschriebenen Verhält- 
nissen der Agglutininreaktion. Reine Typhusbakterien 
haben ein Säureagglutinationsoptimum von 4.1075; mit Agglu- 
tinin beladene Bacillen haben ihr Agglutinationsoptimum un- 
gefähr bei neutraler Reaktion, um 10"; bei geeignetem Mengen- 
verhältnis der beiden Substanzen kann man eine Reihe er- 
halten, wo das Optimum der spezifischen Agglutination und 
das der Säureagglutination nebeneinander erkennbar ist und 
zwischen beiden eine Lücke in der Agglutination besteht. 


DL Michaelis und Н. Davidsohn, Die Abhängigkeit spezi- 
fischer Fällungsreaktionen von der Wasserstoffionenkonzentration. Diese 
Zeitschr. 47, 59, 1912. 
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Ferner geht die Analogie noch weiter: bei reichlicherem Agglu- 
tininzusatz verlieren die Bacillen die Säureagglutinabilität. 
Der einzige Unterschied ist der, daß bei noch weiter gesteigertem 
Agglutininzusatz die Zone der spezifischen Agglutination sich 
in rapider Weise um das Optimum herum verbreitert, während 
eine analoge Erscheinung beim Lab, wenigstens in so aus- 
gedehntem Maße, nicht vorhanden ist; es handelt sich aber 
nur um einen graduellen Unterschied. 


Als Regulator wurde das Acetatgemisch benutzt, weil Phosphat- 
gemische bei Gegenwart von Kalksalzen wegen der Unlöslichkeit des 
Kalkphosphats unbrauchbar sind. Versetzt man verdünnte Milch mit 
etwas Natriumacetat oder löst man Casein in Natriumacetat, so gibt das 
eine Lösung gewöhnlich von einer [Н`] von etwa 2 bis 4-10-?°. Weitere 
Ansäuerung wurde durch Zusatz von Essigsäure bewirkt; Verschiebung 
nach der alkalischen Seite wurde durch Zugabe von stark verdünnter 
NaOH erzeugt. 

Die durch Zugabe von kleinsten Mengen NaOH hergestellte [H] 
läßt sich nicht im voraus berechnen und kann nur elektrometrisch ge- 
messen werden. Dagegen zeigt die Erfahrung, daß in denjenigen Röhr- 
chen, in denen zu dem stets vorhandenen Natriumacetat noch Essig- 
säure zugegeben wurde, die [H] sich ziemlich genau in der gewöhnlichen 
Weise berechnen läßt, als ob es sich um ein reines Gemisch von Natrium- 
acetat +4 Essigsäure handelte. Man betrachte z. В. in Tabelle I Röhr- 
chen Nr. ПІ: Die berechnete [H] beträgt 3,5 · 10-5, die elektrome- 
trisch gefundene 3,2-10-°. Wenn man nun bedenkt, daß die Abstufung 
der Reihe so ist, daß schon das nächstfolgende Röhrchen die viel 
höhere [H] = 7,1.10—5 (ber.) enthält, so ist die Übereinstimmung ge- 
nügend. 

In Acetatgemischen, die CaCl, enthalten, ist [H] stets etwas größer, 
als der gewöhnlichen Berechnung entspricht. Das rührt daher, daß der 
Dissoziationsgrad von Calciumacetat wesentlich geringer als der des 
Natriumacetats ist, daß daher Calciumacetat die Dissoziation der Essig- 
säure weniger herabdrückt als Natriumacetat, so daß z. B. in einer 
Lösung von 0,1 n-Essigsäure -+ 0,25 n-Natriumacetat ohne CaCl, [H] = 
0,9.10—5, bei gleichzeitigem Gehalt von ™/;-CaCl, [HJ = 1,3 10-5 ist. 
Andere Konzentrationen von CaCl, geben nur um wenig andere Ände- 
rungen. 

In diesem Sinne sind die ersten beiden Horizontalreihen der Tabellen 
zu verstehen. Die erste Reihe gibt die in gewöhnlicher Weise berech- 
nete [H`]; sie gilt für die Ca-freien Versuche. Die zweite Reihe enthält mit 
genügender Annäherung die [Н`] in den Ca-haltigen Versuchen, die auf 
Grund vieler Kontrollmessungen an reinen CaCl,-haltigen Acetatgemischen 
berechnet ist. Wie man sieht, ist der Unterschied der beiden Werte be- 
bedeutend kleiner als der Unterschied zweier benachbarter Röhrchen, 
во daf der durch ungenügende Berechenbarkeit gemachte Fehler in dem 
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Werte der [Н`] nicht größer ist, als die Feinheit der Reihe es gestattet. 
Im übrigen ist an mehreren Punkten die elektrometrisch gemessene [H] 
direkt an den Kreuzen angeschrieben; es sind Stichproben darüber, daß 
die berechnete [Н`] in Beziehung zur verlangten Genauigkeit genügend 
mit der wahren [H] übereinstimmt. 

In den mit NaOH versetzten Röhrchen geben natürlich nur die an 
den Kreuzen direkt angeschriebenen, elektrometrisch erhaltenen Werte 
über die (Н`] Auskunft. Es gelingt nicht, die Reihe durch gesteigerten 
Zusatz von NaOH in bezug auf die [Н`] so genau abzustufen, als 
bei gesteigertem Zusatz von Essigsäure. 

Alle Versuche wurden derart angestellt, daß die einzelnen Röhrchen 
bis auf die Zugabe der verdünnten Milch bzw. der Lösung des Caseins 
in Natriumacetatlösung fertig gemacht wurden, und zum Schluß rasch 
hintereinander in jedes Röhrchen der Reihe Milch bzw. Casein zugegeben 
und gleich umgeschüttelt wurde. Es wurde danach der Effekt der ein- 
getretenen Trübung (+, ++, +++) oder Fällung (x, xx, xxx) sofort 
und in zeitlichen Abständen notiert. Hier ist überall das nach ca. !/, 
bis 1 Stunde abgelesene Resultat eingetragen. Längeres Zuwarten ist 
für das Protokoll nicht ratsam, weil dann, namentlich in den höheren 
Aciditäten, die Verdauung des Caseins bei Gegenwart von Pepsinpräpa- 
raten das ursprüngliche Bild zu verändern beginnt. 

Das Gesamtvolumen beträgt überall 10 ccm. 

In jedem Versuchsprotokoll ist die optimale Fällungszone umrandet. 
Unter der optimalen Fällungszone ist dasjenige Gebiet von [Н] ver- 
standen, innerhalb dessen in dem betreffenden Versuch die Fällung die 
stärkste ist; betrifft die Umrandung mehrere Röhrchen zusammen, so 
waren diese gleichwertig. Beginnt das Optimum erst an einem Ende 
der Reihe, so ist die Umrahmung nach dem Ende hin offen gelassen. 


Abgrenzung des Säurefällungsoptimums. 





Röhrchen Nr.: |ı|n| ш | ту |v| e |уп 
— ohne Ca[0,91| 1,8 | 8,5 | 7,1 | 57 
н "ber. mitCal13)26) 51 | 10 82 



















al „Essigsäure . . . . 
n-Essigsäure.. . . . . 
0,75%, Casein enthal- 
tendes aj, Na-Acetat 





I ohne Pepsin u. Ca 0 
П ohnePepsin+1lccm | 
т -СаС1, ; ++ 


III mit 1 cem 0,59, Pep- 


sin—+lccm®/,-CaUl, ((х)) 


Biochemische Zeitschrift Band 58. 2] 
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Versuche mit reinen Caseinlösungen und Schweinemagenpepsin. 
A. Versuche zwischen etwa 10-5 und 10”. 


Röhrchen Nr: | ı | п |m | ту | v | vi | vu vm 





1,7.10-513,5.10-5 7,1. 10-5 


6.10=5/5,1.10=%1,0- 10-4 


ohne Ca len, 10-°1,1:10-/9,3.10-%4,6:10—9,1.10-• 


mit Са len, 10—°1,5-:10-|3,1.10-|6,3-10-]1,3.10-52, 





[Н`] ber. i 























0 | 0,25 0,5 | 1,0 


a) Essigsäure . . . 20 | 40 | 
n-Kssigsäure РЕ | 0,8 1,6 
0,5°/,iges Pepsin . . 1 1 1 1 1 k E -F 1 
a) mit ”/,-Natriumace- 
tat, das 1,5°/,Casein 
gelöst enthält 1 1 1 1 1 | 1 1 
I mit Leem ®/,-CaC], (x) (+) 0 0 х хх 





И a 19. Bis 8 
DE e La ies 


IV a 1» Blies + + (x) х хх ххх ххх 
V ohne CaCl... | 0 0 0 + х х | [xx 
b) ebenso, aber 0,75°/, 
Casein in ?/,-Na- | | 
triumacetatlösung. 
I 1 cem ®/,-CaCl,. | хх] 0 0 0 0 0 Ca 
Il» “en xx] + 0 0 (x) (x) [x 
Min "en хх] х (х) (х) (х) кр ж 
Д “Чыр э (х) (х) ((х)) x xx хх | [xxx 
У ohne Col, . . 0 0 + | (x) хх хх | |ххх 


Diese Versuche umspannen das Bereich einer [Н] von etwa 10-? bis 
etwas über 5-10-°, also vom Laboptimum bis zum Säureoptimum. Ohne 
Anwesenheit von CaCl, zeigt sich nur das Säureoptimum am rechten Ende 
der Reihen, mit CaCl, das Laboptimum (links) und das Säureoptimum 
(rechts). Die Versuche sollen hauptsächlich die Abnahme der Casein- 
fällung zwischen dem Laboptimum und dem Caseinoptimum zeigen. 


Relative Mächtigkeit der beiden Fällungsarten in einer 


Caseinlösung + Lab. 
k 0,3°/, Casein Б 0,159, Casein |Bei 0,075°/,Casein 
im im im im im im 
Labopt. | Säureopt.| Labopt. | Säureopt‘ | Labopt. | Säureopt. 








ohne Саб], „u + 


mit ®/,„-СаС„ . . FT 
n St sp 7 ge 
n "| 40 n + 
Б e D » 0 
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In dieser Tabelle ist die Anzahl der Kreuze, das Symbol für die 
Menge des Niederschlags, überall vergleichbar. In allen anderen Tabellen 
ist dieses relative Symbol nur innerhalb einer jeden Versuchsreihe gleich- 
wertig. 


Versuche mit Caseinlösungen und Schweinemagenpepsin zur 
genauen Bestimmung des Laboptimums. 


Von zahlreichen, übereinstimmenden Versuchen seien die 
beiden folgenden protokolliert. 















0,16|0,36 |0,45|0,49| 0,55 |1,84|2,33 


(х)[хх]ххүххүхх]++| + | + 














B. 





4,3-107 
I mit 1 ccm =/,-СаСі, e E х |+|+|+ х 
8,2.10—% 4,2.107" 1,8-107° 
П mit 1 com =/,СаС,|+|+| ++ | xx |[ххх|ххх| xxx || хх| x (х) x [хх[хх 
III mit 1com ™/,-CaCl, x] |х| x |x 
IV mit 1сош */,„-СаС1, | + +] = + хх 











Diese Versuche ergeben für die Labwirkung ein Optimum 
bei etwa 4-10”. Sie reichen nach rechts bis in das Gebiet der 
Säurefällung des Caseins. 
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Die erste Gruppe zeigt, daß das Säurefällungsoptimum in ver- 
dünnter Milch dasselbe ist wie in Caseinlösungen (А); daß bei Ca- 
Gegenwart die Säurefällungszone nach der sauren Seite zu ver- 
breitert wird (B); daß Lab selbst in höchster Konzentration ohne 
Ca-Gegenwart weder labt noch die Säurefällung beeinflußt (С). 

Die zweite Gruppe (E—K) zeigt das Labungsoptimum in 
der Abhängigkeit vom Labgehalt. Die Zone der Labung wird mit 
zunehmender Labmenge etwas verbreitert, die Lage des Optimums 
bleibt unverändert; es liegt von 2-10”? bis 3.10, 

Die dritte Gruppe (L, M) zeigt das Labungsoptimum in der 
Abhängigkeit von der Konzentration der Milch. Es gilt dasselbe 
wie für die zweite Gruppe. Außerdem erkennt man bei stärkerer 
Milchverdünnung die Unterdrückung der Säurefällung (M). 

Die vierte Gruppe (N—Q) zeigt das Laboptimum in der 
Abhängigkeit vom Kalkgehalt; das Labungsoptimum bleibt, so- 
lange überhaupt noch eine zur Labung genügende Ca-Menge 
vorhanden ist, das gleiche. Bei unzureichender Ca-Menge ist 
das Säurefällungsoptimum erkennbar. 


Casein und Kälbermagenextrakt. 





[H'] ber. >< 10° (für | | | 
Ca-haltigeLösungen) |. | — | — 
0 












alooNa0OH..... 5 | 8 2,5 

al „Essigsäure 

n-Essigsäure 

а (Саб вш ное 111 1 1 
Kälberlab ..... 0,5 | 0,5 0,5 

1,5°/, Casein in n-Na- 


Acetat .. . a... 1 1 1 





1,9.10-? 
++ 


1,2-10-? 
++ 


KD 
(+) 


| (+) 


[H] ber. >< 10° (für 
umge Lösungen) 08 | 16 6 _ 132 6,3 118 | | 26. öl ` 





























05 [1 

1 (lui 

05 |0,5 | 0,5 | 0,5 

| GER 
1,3.10-°|1,9.10-® 














х 


|а 








(х) ++ ((x)) 


— — 


Wirkungsbedingungen des Labfermentes. 327 


Laboptimum: sicher innerhalb 1,9.107° und Lä. 108, 
ununterscheidbar von 34.107 bis zu einem Röhrchen, das іп 
vielen anderen Versuchen 2 — 4.10? ergeben hatte. 

Somit ist das Optimum für das Kälbermagenlab ebenfalls 
etwa 4-10". 





3,4.10-9 
о | ++ 


1,6.10-* 
(х) 





























XX | XX | XX | хх | хх | XX хх 


Ende der überhaupt bemerkbaren Labwirkung nach der 
alkalischen Seite: 1,6 ·10 °® noch eine Spur Niederschlag, 3,4 - 107° 
nur noch Trübung, darunter völlige Wirkungslosigkeit. Das 
Optimum liegt noch rechts außerhalb der Reihe. 


Versuche mit Milch und Kälbermagenextrakt 
mit је 1ccm Kälberlab und 1 ccm ®j,-CaCl],. 
















Soe NaOH 
Se Essigsäure 
n-Na-Acetat . 






8,8.10-% 
x 


8.1.10 


6,1-.10-° 
1 оет Milch !;, 0 0 | (x) х|х(х)|хх|хх|хх 
































хх] 


Das Labungsoptimum liegt demnach bei ca. 8.107, wie 
gewöhnlich. 

Das oben benutzte Lab aus Schweinemagen ist „Pepsin. 
purissimum (Grübler,, das Lab aus Kälbermagen ein selbst 
hergestellter, schwach saurer, zum Schluß neutralisierter Extrakt 
aus der Schleimhaut von Kälbermägen. 


Zusammenfassung. 


Das Optimum der Säurefällung des Caseins in reiner 
Lösung oder in der Milch liegt bei [H] = 2,5 -107°. Durch Kalk- 
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gegenwart wird es deutlich nach der sauren Seite zu verschoben 
und unschärfer, ca. 3-10”. 

Das Optimum der Labfällung des Caseins bei Gegen- 
wart von Kalk liegt etwa zwischen [H] = 4-107” und 1.105; 
ев ist nicht mit Sicherheit genauer einzuengen; sicher aber fällt 
eine [H] von etwa 3-10”® einerseits und 1-10” andererseits 
schon außerhalb der optimalen Zone. 

Zwischen dem Optimum der Säurefällung und der Lab- 
fällung findet sich also eine Zone (107% bis 10-5), in der das 
Casein weder durch Lab, noch durch Säure optimal gefällt wird. 
Die Labwirkung ist daher nicht eine Verbreiterung der Zone 
der allgemeinen Säurewirkung, sondern eine spezifische Wirkung; 
auch ist das Ca” für die Labwirkung durch vermehrte H'-Ionen 
nicht ersetzbar. 
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Darstellung von eiweißfreiem Emulsin. 
Von 
Kohshi Ohta. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 
Ка]. Landwirtschaftliochen Hochschule, Berlin.) 


(Eingegangen am 28. Oktober 1918.) 


Bis vor kurzem ist allgemein das Dogma verbreitet ge- 
wesen, daß die Fermente Eiweißkörper seien. Diese Anschauung 
hat sich auf Grund der Tatsache entwickelt, daß die Enzyme 
in der Natur uns stets in einem proteinhaltigen Milieu entgegen- 
treten und daß bei den Versuchen zur Reinigung der Fermente 
letztere fast stets mit dem Eiweiß wandern?). 

Die moderne Anschauung über die Wirkungsweise der 
Fermente macht die Voraussetzung, daß die Enzyme mit dem 
Substrat, auf das sie wirken, vorübergehend in mehr oder 
minder feste Verbindung treten. Darum erscheint es a priori 
schwieriger, proteolytische Fermente auf ihre Beziehung zur 
Gruppe der Eiweißkörper zu prüfen. Aussichtereicher erschien 
ев, Enzyme der Kohlenhydratreihe für die Bearbeitung dieser 
Frage zu wählen. 

Ein besonders geeignetes Material lag nun nach Vor- 
versuchen von Prof. C. Neuberg im Emulsin vor; auf seine 
Veranlassung prüfte ich deshalb, ob sich dieses Ferment der 
Kohlenhydratreihe frei von Eiweißkörpern darstellen läßt. 

Wenn man das Emulsin verschiedenen Manipulationen 
unterworfen hat, so hat man in der Spaltungskraft des Emulsins 
auf Glucoside und in dem dabei sich einstellenden Reduktions- 
vermögen ein bequemes Kriterium für eine noch vorhandene 
Wirksamkeit. 

1) Über den Stand der Frage orientiert trefflich C. Oppenheimer 
in der neuen Auflage der „Fermente“, 1918. S. 27. 
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Es ist nun in der Tat möglich, das Emulsin vollkommen 
frei von jeder Spur Eiweiß oder Eiweißspaltungsprodukten 
darzustellen und es auch sonst weitgehend zu reinigen. 

Das Emulsin des Handels ist mit großen Mengen Eiweiß und 
gelegentlich auch mit kleineren Quantitäten reduzierenden Zuckers 
verunreinigt. Von der letztgenannten Beimengung kann man es, 
wie С. Neuberg und Е. Магх!) gezeigt haben, durch wiederholte 
Fällung durch Alkohol aus wässeriger Lösung reinigen, nicht 
dagegen von begleitenden Proteinen. Durch keine der übrigen 
Fällungsmethoden läßt sich das Eiweiß vollständig beseitigen. 
Das ist jedoch möglich, wenn man das Protein durch Trypsin 
wegverdaut. 

Die im experimentellen Teile mitgeteilten Daten geben 
über die Methodik in ihren Einzelheiten Aufschluß. Die Dar- 
stellung war prinzipiell folgende: 

Nach ausreichender Verdauung durch Pankreatin „Rhenania“ 
bei durch Ammoniak hergestellter schwach alkalischer Reaktion 
wurde die Verdauungsflüssigkeit filtriert und durch Dialyse 
von den gebildeten Verdauungsprodukten befreit. Selbstver- 
ständlich wurden die Verdauung und die Dialyse unter Zusatz 
von Toluol als Antisepticum ausgeführt. In dem die Membran 
nicht durchdringenden Anteile befand sich das Emulsin. Durch 
Konzentration im Vakuum oder durch Abdampfung bei niederer 
Temperatur erhält man eine Flüssigkeit, aus der durch Alkohol 
ein fester Niederschlag ausgefällt wird. Dieser enthält das 
Emulsin. Bei schonender Behandlung ist der Niederschlag weiß, 
sonst gelblich bis hellbräunlich. Nach dem Auswaschen mit 
absolutem Alkohol und Äther erhält man den Niederschlag іп 
Form eines Pulvers, das nach dem Trocknen über Chlorcalcium 
sein Aussehen beibehält und nicht an der Luft zerfließt. Das 
Pulver löst sich nahezu klar in Wasser, reagiert neutral und 
gibt weder die Biuretprobe noch Triketohydrindenreaktion. Die 
Ausbeute an diesem Produkt beträgt ca. 2°/, vom lufttrockenen 
Ausgangsmaterial. Die Wirkung des eiweißfreien Emulsins auf 
Amygdalin ist außerordentlich kräftig. Merkwürdigerweise läßt 
sich in diesem Emulsinendpräparat das zur Darstellung benutzte 
Trypsin nicht mehr nachweisen. Die Verdauung einer Fibrin- 


1) С. Neuberg und Е. Marx, diese Zeitschr. 8, 538, 1907. 
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flocke ist nicht mehr zu erreichen. Offenbar ist das Pankreas- 
ferment im Laufe der Operation zerstört oder entfernt worden!). 

Bekanntlich ist das käufliche Emulsin, das aus bitteren 
Mandeln gewonnen wird, ein Gemisch von verschiedenen Fer- 
menten, die außer Amygdalin z. В. f-Methylglucosid, Milch- 
zucker, Saligenin, gepaarte Glucuronsäure und Raffinose spalten. 
Es ist nun in hohem Grade interessant, daß das gereinigte 
Emulsin nur auf Amygdalin und Salicin?) einwirkt, während 
die anderen angeführten Stoffe nicht mehr zerlegt werden. Die 
Spaltung von Amygdalin erfolgt sehr schnell. 

Die mitgeteilte Methode gestattet somit nicht nur die 
Darstellung eines eiweißfreien Emulsinpräparates, sondern auch 
die Abtrennung bestimmter Fermente der Emulsingruppe. 

Was nun die chemische Natur des gereinigten Emulsin- 
präparates anlangt, so ist es selbstverständlich, daß es sich 
kaum um eine einheitliche Verbindung handelt. Da einerseits 
die Substanz beim Verglühen eine Asche hinterläßt, in der 
Calcium, Magnesium, Phosphorsäure sowie Spuren von Eisen 
nachzuweisen sind, und andererseits die Verbindung klar in 
Wasser löslich ist, so dürfte eine komplexe Erdalkalidoppel- 
verbindung eines organischen Phosphorsäurederivats vorliegen. 
Da Calcium und Magnesium stets gefunden worden sind, einerlei 
ob die Dialysen gegen destilliertes Wasser oder gewöhnliches 
Wasser vorgenommen sind, so werden vielleicht diese Erdalkalien 
dem Emulsin zugehören?). Es ist jedoch auch möglich, daß 
während der Verdauung in der schwach ammoniakalischen 
Lösung eine doppelte Umsetzung zwischen anorganischen Bei- 
mengungen des rohen Emulsins und der eigentlichen organischen 
Verbindung stattgefunden hat, an der die Emulsinwirkung 
haftet. Das Calcium und Magnesium sind in ionisierter Form 
zugegen, nicht dagegen die Phosphorsäure. 

Über die organischen Komponenten der Phosphorverbindung 
kenn noch nichts Sicheres ausgesagt werden. Das Präparat 
selbst gibt die Orcin- und Phloroglucinprobe, die mit großer 


1) Веі Oppenheimer, Fermente 5. 248, findet sich die Angabe, 
daß umgekehrt Emulsin durch Trypsin merklich geschädigt werde. 

2) Weitere analoge Glucoside sind vorläufig nicht geprüft. 

з) Es ist zu untersuchen, ob bei Dialyse in schwach saurer Lösung 
noch Mineralstoffe entfernt werden können. | 
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Wahrscheinlichkeit auf eine Pentose bezogen werden können. 
Die an sich Fehlingsche Lösung nicht reduzierende Substanz 
gibt durch Hydrolyse mit 2 bis 5°/ iger Salzsäure oder Schwefel- 
säure eine stark reduzierende Flüssigkeit. Diese liefert nach 
der Neutralisation und Behandlung mit essigszaurem Phenyl- 
hydrazin ein schon in der Hitze ausfallendes Osazon, das gegen 
202° schmilzt. Demnach muß man auch an Beimengung eines 
Hexosenkomplexes denken. Die Substanz ist N-haltig. Purinbasen 
sind bisher in der hydrolysierten Lösung nicht nachweisbar ge- 
wesen, doch sollen die Untersuchungen hierüber wie überhaupt 
über das eiweißfreie gereinigte Emulsin fortgesetzt werden. 


Experimentelles. 
1. Gewinnung eiweißfreier Emulsinpräparate. 
Versuch 1. 

Die ersten orientierenden Versuche wurden in folgender 
Weise angestellt: 

1 g Emulsin (Kahlbaum) wurde in 100 ccm dest. Wasser 
aufgeschwemmt und nach Zugabe einer Messerspitze Pankreatin 
„Rhenania“ mit 1 Tropfen Ammoniak bis zur schwach alkali- 
schen Reaktion versetzt und nach Zugabe von Toluol in den 
Brutschrank bei 37° gestellt. Die Digestion wurde unter 
häufigem Umschütteln auf 5 Tage ausgedehnt. Täglich wurde 
auf intaktes Emulsin geprüft, indem 2 bis 3 ccm heraus- 
genommen und mit einigen Kubikzentimetern 10°/ iger Amyg- 
dalinlösung gemischt wurden. Die Probe fiel stets positiv aus. 
Mit einigen Tropfen des klarfiltrierten Verdauungsgemisches 
wurde täglich auch die Biuretprobe angestellt. Sie fiel zunächst 
positiv aus. Sie wurde dann von Tag zu Tag rötlicher, und 
schließlich ging sie zur Purpurfarbe über. Daraus konnte man 
entnehmen, daß sich nun bereits dialysierbare Peptone in der 
Lösung befanden. Nunmehr wurde die ganze Flüssigkeit filtriert 
und in einer porenfreien Fischblase der Dialyse unterworfen. 
Nach Zugabe von Toluol wurde der Dialysierschlauch mit einem 
Faden zugebunden und in einem hohen Zylinder versenkt, in 
dem sich dest. Wasser und eine Toluolschicht befanden. Die 
Außenflüssigkeit wurde täglich 2 bis 3 mal erneuert. Mit der 
Innenflüssigkeit wurde täglich die Biuretprobe angestellt. Sie 
wurde nach und nach schwächer und war nach 5 Tagen ver- 
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schwunden. Mit der Innenflüssigkeit war dauernd starke Amyg- 
dalinwirkung des Fermentes konstatierbar. 

Aus der Innenflüssigkeit, in der verdunstetes Toluol öfter er- 
setzt wurde, hatte sich während der Dialyse ein weißer Bodensatz 
abgeschieden. Bei der Aufschwemmung in Wasser zeigte dieser 
Bodensatz übrigens noch deutliche Spaltkraft auf Amygdalin. 

Die von dem Niederschlage abfiltrierte klare Flüssigkeit 
wurde im Vakuum bei einer Temperatur von 30 bis 35° auf etwa 
5 ccm eingeengt und dann mit dem 4fachen Volumen absoluten 
Alkohols ausgefällt. Der dabei entstandene flockige, gelbliche 
Niederschlag wurde nach !/,stündigem Stehen abfiltriert, mit 
absolutem Alkohol und Äther ausgewaschen und im Vakuum 
über Chlorcalcium getrocknet. Das gelbliche Pulver wog ca. 0,02 g 
(Präparat Ei). Es löst sich nahezu klar in Wasser mit neutraler 
Reaktion und zeigte äußerst starke Wirkung auf Amygdalin; da- 
gegen fielen selbst in konzentrierter Lösung des Pulvers die Biuret- 
probe und die Reaktion mit Triketohydrindenhydrat negativ aus. 


Versuch 2. 

Um festzustellen, ob eine größere Menge rohen Emulsins 
diese Behandlung verträgt, wurde ein entsprechender Versuch 
mit der doppelten Quantität ausgeführt. Die Verdauung und 
die Dialyse beanspruchten je 1 Woche. Das in einer Ausbeute 
von ca. 0,04 g erhaltene Endprodukt (E 2) zeigte genau dieselben 
Eigenschaften wie das Präparat von Versuch 1, insbesondere 
keine Eiweißreaktionen. 


Versuch 3. 

Nach diesen ermutigenden Resultaten wurde das Gemisch 
von 10 g Emulsin (Kahlbaum) und 1 g Pankreatin in 1 1 Wasser 
suspendiert und durch einige Tropfen Ammoniak ganz schwach 
alkalisch gemacht. Das unter Toluol im Brutschrank digerierte 
Gemisch wurde allmählich schwach sauer, so daß von Zeit zu 
Zeit tropfenweise Ammoniak nachgegeben wurde. Die Ver- 
dauung dauerte 10 Tage, die Dialyse 1 Woche. Die Dialyse 
wurde in diesem Falle in einem gewöhnlichen Dialysator mit 
Pergamentpapier gegen dest. Wasser vorgenommen, wobei 3mal 
täglich das Außengefäß mit frischem Toluolwasser angefüllt 
wurde. Auch hier schied sich im Innengefäße ein Niederschlag?) 


D Vorläufig nicht untersucht. 
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aus, der nach dem Auswaschen Amygdalin spaltete. (Ungelöste 
Salze der organischen Phosphorverbindung oder absorbiertes 
Ferment?) Das klare Filtrat liefert durch Alkoholfällung einen 
Niederschlag, der noch eine schwache Biuretreaktion aufwies. 
Die Fällung wurde deshalb nach dem Auswaschen mit Alkohol 
und nach dem Trocknen abermals in etwa 50 ccm dest. Wasser 
gelöst und in einer Fischblase noch 3 Tage unter Toluolzugabe 
dialysiert. Die nunmehrige Ausfällung und Behandlung mit 
Alkohol und Äther führte zu einem Produkt, das durch den 
negativen Ausfall der Biuretprobe und Triketohydrindenreaktion 
sich als völlig eiweißfrei erwies. Die Ausbeute betrug 0,18g (E 3). 


Versuch 4. 


Auch die Verdauung von 100 g Kahlbaumschem Emulsin 
mit 10 g Pankreatin in 10 1 Wasser ist gelungen. Die Digestion 
erforderte einen halben Monat, die Dialyse unter Toluolzusatz 
10 Tage. Die wässerige Auflösung der durch Alkohol entstan- 
denen Fällung zeigte in konzentrierter Lösung zunächst noch 
eine schwache Biuretreaktion. Dieselbe ließ sich jedoch durch 
eine erneute Dialyse beseitigen. Offenbar dialysieren bestimmte 
Peptone nur langsam. Ein wesentlicher Abbau durch tryptisches 
Ferment ist während der Dialyse gegen kaltes Wasser kaum 
anzunehmen. Ganz abgesehen von der niederen Temperatur, 
die einer Verdauung nicht günstig ist, hat sich im erstmalig 
dialysierten Präparat überhaupt kein Trypsin mit der Fibrin- 
flockenmethode mehr nachweisen lassen. 

Es kann also vorkommen, daß die dialysierte Flüssigkeit 
keinerlei Eiweißreaktion mehr ergibt, daß aber der daraus ge- 
wonnene Niederschlag in konzentrierter Lösung noch mit 
Triketohydrindenhydrat reagiert. 

Durch erneute Dialyse lassen sich dann diese Spuren be- 
seitigen. Besonders aufmerksam sei auf den Punkt gemacht, 
daß nur diese Prüfung des festen Präparates in konzentrierter 
Lösung die Feststellung einer vollständigen Abwesenheit von 
Eiweiß oder dessen Spaltungsprodukten ermöglicht. Man kann 
auch durch einmalige Dialyse zu einwandfreien Präparaten ge- 
langen. Es ist jedoch Sache der Erfahrung, die Zeit der Dia- 
lyse richtig zu bemessen. Sie wird naturgemäß je nach dem 
Proteingehalt des rohen Emulsins schwanken. Aus je 100g 
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Emulsin (Kahlbaum) konnten so ca. 2 bis 2,1 g eiweißfreie Prä- 
parate (Е 4 und Е 5) erhalten werden. 


II. Untersuchungen über die Wirksamkeit des gereinigten 
Emulsins auf Amygdalin. 


5. Es wurde gereinigtes Emulsin nunmehr auf seine Wirk- 
samkeit gegenüber Amygdalin geprüft. 

Das Gemisch von 0,5 g Amygdalin (Kahlbaum), 0,002 g 
gereinigten Emulsins (Е I) und 10 ccm Wasser wurde in einem 
sterilen Reagensglase nach Zusatz von 0,5 ccm Toluol im Brut- 
schrank bei 37° einen halben Tag lang digeriert. 9 ccm davon 
wurden mit Wasser auf 25 ccm verdünnt, worauf die abgespaltene 
Glucose titrimetrisch uach Pavy-Kumagawa-Suto bestimmt 
wurde. Dabei wurden 0,0479 g Glucose in 10 ccm (in der gesamten 
Menge) gefunden. 0,5 g Amygdalin enthalten maximal 0,3522 g 
abspaltbaren Zucker. Dementsprechend ist bei dieser Probe 
die Glucose zu 13,6°/, in Freiheit gesetzt worden. 

6. Ein analoger Versuch wurde mit 0,5 g Amygdalin, 
0,005 g gereinigtem Emulsin (E II) und 10 ccm Wasser ange- 
setzt. Die Digestion dauerte zwei Tage. Die Flüssigkeit wurde 
dann auf 100 ccm verdünnt und titrimetrisch der Gehalt an 
abgespaltenem Zucker bestimmt. Hierbei wurden 0,3125 g Glu- 
cose, entsprechend 90,8°/, der Theorie, gefunden. 

7. In ähnlicher Weise wurden Proben mit gereinigtem 
Emulsin (E IV) und Kahlbaumschem Emulsin angesetzt, um 
die Wirkung von beiden Präparaten zu vergleichen. Je 0,01 р 
gereinigtes Emulsin (E IV) oder 0,01 g käufliches Präparat und 
1g Amygdalin wurden in einer Stöpselflasche mit 100 ccm 
Wasser und 1 ccm Toluol auf einen Tag bei 37° der Digestion 
unterworfen. In der aufs doppelte Volumen verdünnten Lö- 
sung wurde die Glucose ebenso wie bei den obigen Versuchen 
titrimetrisch ermittelt. Während bei der Probe mit käuflichem 
Emulsin nur 0,1484 g Glucose gefunden wurden, sind bei den 
Versuchen mit gereinigtem Emulsin (E IV) 0,1852 g Glucose 
nachgewiesen. Aus 1 g Amygdalin sind maximal 0,7034 g Glu- 
cose abspaltbar. Dementsprechend sind im vorliegenden Falle 
21,1 bzw. 26,39, Glucose in Freiheit gesetzt worden. Die 
Intensität der Wirkung des gereinigten Emulsins war stärker 
als die des käuflichen Präparats. 


336 K. Ohta: 


8, Bei den unter 5/7 bis c) angeführten Mengenverhältnissen 
wird schon nach 1/,вёйпйїдөш Stehen bei 40° eine beträchtliche 
Spaltung des Amygdalins durch die Probe mit Fehlingscher 
Mischung angezeigt. 

9. Die Wirkung des gereinigten Emulsins wurde qualitativ 
auch auf Salicin festgestellt. 


Ш. Einige orientierende Untersuchungen über die Natur 
des gereinigten Emulsins, 


A. Hydrolyse des Emulsins. 

Mit käuflichem Emulsin, das als Ausgangsmaterial diente, 
fielen die Orcinreaktion und die Phloroglucinprobe typisch aus. 
Diese Reaktionen zeigte das gereinigte Emulsin viel deutlicher. 
Auf Grund dieser Beobachtungen wurde eine Reihe von Spalt- 
versuchen vorgenommen. 

10. 0,5 g gereinigtes Emulsin (EIV) wurden mit 10 ccm 
2°/ iger Salzsäure in einem mit Steigrohr versehenen Reagens- 
glase 2 Stunden lang in gelindem Sieden erhalten. Das Emulsin 
ging dabei größtenteils in Lösung. Spuren eines amorphen, 
dunklen Bodensatzes blieben übrig. Diese hydrolysierte Lösung 
besaß nach der Neutralisation mit Kalilauge eine ziemlich 
starke Reduktionskraft gegen Fehlingsche Mischung und gab eine 
kräftige Orcinprobe. Die neutralisierte Lösung gab keine deut- 
liche Fällung mit ammoniakalischem Silbernitrat. 

11. Ein Gemisch von 1 g gereinigtem Emulsin (Е IV) und 
100 сет 5°/,iger Schwefelsäure wurde in einem Kolben mit 
Rückflußkühler 2 Stunden lang gekocht. Die Hälfte der Lö- 
sung wurde dann mit Bariumcarbonat neutralisiert. Die filtrierte 
Flüssigkeit wurde auf dem Wasserbade vorsichtig bis auf ein 
paar Kubikzentimeter eingeengt. Die konzentrierte Flüssigkeit 
reduzierte sehr stark Fehlingsche Mischung und ammoniakalisch- 
alkalische Silbernitratlösung. Sie lieferte eine typische Orcin- 
probe mit Absorptionsstreifen. Kaltes ammoniakalisches Silber- 
nitrat gab keinen Niederschlag. Die Phosphorsäurereaktionen 
mit molybdänsaurem Ammon und Magnesiamischung fielen 
negativ aus, da alle H,PO, als Bariumphosphat entfernt ist. 
Die andere Hälfte wurde auf Zusatz von 2 ccm 10°], iger 
Schwefelsäure noch weitere 2 Stunden gekocht. Nach der Be- 
handlung mit Bariumcarbonat wurde das Filtrat eingeengt. 
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Die Flüssigkeit zeigte genau gleiches Verhalten, wie vorher be- 
schrieben. 

12. 0,4 g gereinigtes Emulsin (E V) wurden mit 50 ccm 
65°/ iger Schwefelsäure 4 Stunden lang hydrolysiert. Die durch 
Ammoniak schwach alkalisch gemachte Lösung lieferte beim 
Zusatz von Silbernitrat keine Fällung. Reduktion von Fehling- 
scher Lösung und von ammoniakalischem Silbernitrat trat 
nach der Neutralisation mit Natriumcarbonat ein. Phosphor- 
säure war ebenfalls sehr deutlich nachzuweisen, die Orcinprobe 
fiel kräftig aus. Mit Phenylhydrazinacetat bildete sich beim 
Kochen ein Osazon, das nach dem Umkrystallisieren aus Benzol 
oder verdünntem Alkohol bei 202° schmolz. 


B. Aschenanalyse des gereinigten Emulsins. 

13. 0,02 g gereinigtes Emulsin (Е П) wurden im Platintiegel 
verascht. Die Aschenmenge war beträchtlich. In der ver- 
dünnten salzsauren Lösung waren Calcium, Magnesium und 
Phosphorsäure vorhanden. 

14. 0,15 g gereinigtes Emulsin (E IV) wurde in einer Platin- 
schale verascht. In der salzsauren Lösung waren in üblicher 
Weise Calcium, Magnesium sowie Phosphorsäure nachweisbar; 
außerdem waren Spuren von Eisen zugegen, während Schwefel- 
säure und Chloride in dem Präparat nicht gefunden worden sind. 

15. Das gereinigte Emulsin enthält Stickstoff. Die Lasseigne- 
sche Probe ist deutlich positiv. 


Zusammenfassung. 


Digeriertt man käufliches Emulsin (Kahlbaum) mit !/,, 
seines Gewichtes Pankreatin und mit seiner 100 fachen Menge 
Wasser unter Toluolzusatz bei schwach ammonikalischer Re- 
aktion je nach der Menge 5 bis 16 Tage bei 37°, so geht ein 
großer Teil des in dem rohen Emulsin enthaltenen Eiweißes 
in Lösung. Die klar filtrierte Flüssigkeit kann durch eine 5 
bis 10tägige Dialyse von Aminosäuren, Peptonen und wohl 
von noch anderen Beimengungen befreit werden. (Bei großen 
Flüssigkeitsmengen ist eine vorherige Konzentration der Lösung 
bei etwa 35° empfehlenswert.) Die dialysierte Flüssigkeit wird 
dann bei niederer Temperatur eingeengt. Durch Fällung mit 


dem mehrfachen Volumen absoluten Alkohols erhält man bei 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 22 
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richtig bemessener Verdauungs- und Dialysierdauer ein eiweiß- 
freies Präparat, das nach dem Auswaschen mit Alkohol und 
Äther und nach dem Trocknen im Vakuum ein leichtes, stau- 
bendes Pulver bildet. Seine Lösung in Wasser reagiert neutral, 
gibt keine Eiweißprobe, insbesondere keine Biuret- oder Tri- 
ketohydridenreaktion, dagegen liefert die Substanz eine typische 
Pentosenreaktion und enthält organischen Phosphor, der nach 
der Veraschung oder nach Hydrolyse durch siedende Mineral- 
säuren nachweisbar ist. Von Aschenbestandteilen sind Calcium 
und Magnesium zugegen, während Chlor und Schwefelsäure 
fehlten. Die an sich nicht reduzierende Substanz geht durch 
Spaltung mit Mineralsäure in eine stark reduzierende Flüssig- 
keit über. 

Das eiweißfreie Emulsin zerlegt Amygdalin und Salicin: 
ersteres wird durch die gleiche Menge gereinigten Präparates 
in derselben Zeit stärker hydrolysiert als durch käufliches 
Emulsin. Das gereinigte Emulsin äußert noch nach einem 
halben Jahre seine unveränderte Wirksamkeit. 


Zur Frage der Muskelmilchsäure beim Diabetes mellitus 
und der glykolytischen Kraft des Muskels. 


Von 


J. Forschbach. 
(Aus der Medizinischen Universitäteklinik zu Breslau.) 
(Eingegangen ат 28. November 1913.) 


F. Verzär und A. v. Fejer!) kommen auf Grund der 
Untersuchungen des respiratorischen Stoffwechsels zum Schluß- 
ergebnis, daß auf der Höhe des Pankreasdiabetes eine Zucker- 
verbrennung nicht mehr stattfindet. Dabei wird auf S. 155 
und 156 auch die Rolle der Milchsäure im Muskel kurz 
gestreift, deren Bildung bei der Arbeit die Autoren auch im 
diabetischen Muskel feststellen konnten. „Entweder“, heißt es, 
„entsteht also die Milchsäure nicht nur aus Dextrose, oder 
aber es wäre denkbar, daß beim pankreasdiabetischen Tiere ein 
Zuckerabbau bis zur Milchsäure vorhanden bliebe. Ein weitere 
Verbrennung, insbesondere in der Ruhe, würde fehlen.“ 

Nun kann gegenüber der ersteren Annahme nach neueren 
Ergebnissen, namentlich Embdens?) und seiner Mitarbeiter 
vortrefflichen Versuchen, heute kaum zweifelhaft sein, daß der 
Hauptteil der Muskelmilchsäure eine Kohlenhydratabbaustufe 
darstellt. 

Nähme man mit Verzär und у. Fejer an, daß beim Dia- 
betes der Zuckerabbau auf der Milchsäurestufe stehen bleibt, 
so müßte sich eine Milchsäureanreicherung des dia- 
betischen Muskels feststellen lassen. 

Im Verlauf des letzten Winters lehrten mich zwei Milch- 
säurebestimmungen an frischen Muskeln pankreasloser 


1) Diese Zeitschr. 58, Heft 1/2, 140, 1913. 
з) Ebenda 45, 1912. 
22* 
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Hunde, daß die Milchsäuremengen entweder normal oder nie- 
driger waren, als beim normalen Hunde. Die Untersuchungen 
erfolgten nach der Methode von Fürth-Charnass mit den 
speziellen Angaben, wie sie Mondschein!) für die Bestimmung 
der Muskelmilchsäure angegeben hat. Ich fand bei einem 
Hunde acht Tage nach der Pankreasexstirpation den Wert 
0,5904°/,, bei einem anderen Hunde 20 Tage nach der Pan- 
kreasexstirpation nur 0,3076°/,. Dabei war die Trockensub- 
stanz der Muskulatur bei beiden Tieren gegen die Norm nur 
unwesentlich verändert. Es zeigte sich also gegenüber den von 
Mondschein beim normalen Hunde gefundenen Zahlen (0,543 
resp. 0,659°/,) wenigstens bei dem schwer diabetischen Tier 
nach 20 Tagen eine erhebliche Verminderung des Milchsäure- 
gehaltes. 

Ich bestätige damit eine ältere Beobachtung Minkowskis?), 
dem es 6, resp. 8 Tage nach der Pankreasexstirpation nicht 
gelang, selbst an 100, resp. 200 g frischer oder totenstarrer 
Muskulatur Milchsäure mit Sicherheit nachzuweisen. In einem 
Falle erhielt er 22 Tage nach der Pankreasexstirpation aus 
800 g Muskeln, die eine Stunde nach dem Tode verarbeitet 
wurden, nur 0,2g Zink. Nachdem auch jüngst Woodyatt?) 
im Muskel eines diabetischen Menschen weniger Milchsäure als 
bei Phloridzintieren fand, ist bei der Zuverlässigkeit der jetzt 
zur Verfügung stehenden Methoden im allgemeinen an der 
Milchsäureverminderung im diabetischen Muskel kaum 
zu zweifeln. 

Keinesfalls glaube ich demnach, daß der Kohle- 
hydratabbau im Muskel beim Diabetes auf der Milch- 
säurestufe stehen bleibt. 

Bei meinen Versuchen lenkte sich auch meine Aufmerk- 
samkeit auf die Milchsäurevorstufe, die in jüngster Zeit 
wieder besonders Gegenstand der Forschungen Embdens und 
seiner Schule war. Bekanntlich bildet der Muskel auch noch 
postmortal Milchsäure, aber nicht aus dem Glykogen des Mus- 
kels. Vielmehr stammt diese Milchsäure aus einer Vorstufe, 
die Embden als Lactacidogen bezeichnet. Die jüngsten 


1) Diese Zeitschr. 42, 104, 1912. 


*) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharm. 31, 185, 1893. 
3) Journ. of Biol. Chem. 14, Nr.5, 1913. 
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Untersuchungen Embdens!) haben nun Anhaltspunkte dafür 
geliefert, daß bei dieser Form der Milchsäurebildung äqui- 
molekulare Mengen Phosphorsäure auftreten, so daß man in 
dieser Vorstufe eine Hexose-Phosphorsäure vermuten darf. 

Beim 10 Tage nach der Pankreasexstirpation untersuchten 
Hund 1 konnte ich im durch Natr. bicarb. alkalisch gemachten 
Muskelpreßsaft, der nach den Vorschriften von Embden zirka 
1!/, Stunde bei 40° gestanden hatte, noch ein Ansteigen der 
Milchsäurekonzentration von 0,254 auf 0,4038°/, nachweisen; 
beim Hund 2 dagegen, der 20 Tage ohne Pankreas war, fand 
ich eine Steigerung von 0,20849/, auf nur 0,2223°/,. In letzt- 
terem Falle war also auch Milchsäurevorstufe nur in 
sehr verminderter Menge vorhanden. 

Ob in Verminderung der Milchsäure und der Milchsäure- 
vorstufe unter diesen Verhältnissen ein spezifisches Charakte- 
ristikum des diabetischen Muskels ist oder die Inanition des 
pankreaslosen Hundes eine Rolle spielen kann, ist vorläufig 

nicht entschieden. 

| Ist der Befund für den diabetischen Muskel konstant und 
charakteristisch, so fordert die ungenügende Bildung von He- 
xose-Phosphorsäure eine Erklärung. Wenn man sich vorstellt, 
daß in der Norm der Zucker zu seiner Oxydation etwa der 
vorherigen Einverleibung in den phosphorsäurehaltigen Kom- 
plex bedarf, so würde der Mangel der Zuckerverbrennung beim 
Diabetiker mit der ungenügenden Synthese des Zuckers mit 
Phosphorsäure in Zusammenhang stehen. 


Gigon und Massini haben soeben?) über eine Wieder- 
holung der Versuche О. Cohnheims über Zuckerzerstörung 
im Muskel berichtet. Sie weisen nach, daß in der Tat unter 
aseptischen Kautelen gewonnenes Muskelpulver eine enorme, 
die Fehlerquellen weit überschreitende glykolytische Kraft ent- 
faltet. 

Ich darf zu diesem Resultat erwähnen, daß ich bei einem 
am 13. П. 1913 ausgeführten Versuche unter allen asepti- 
schen Kautelen, wie Embden empfohlen hat, Muskelpreßsaft 


1) Kongr. f. inn. Med. 1918, 171. 
з) Diese Zeitschr. 55, 189, 1913. 
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eines normalen Hundes gewann, der unmittelbar nach der Aus- 
pressung nach der Methode Forschbach-Severin einen Trau- 
benzuckergehalt von 0,1904°/, aufwies. Nachdem ег bei ge- 
ringem Zusatz von Natr. bicarbon. 3 Stunden im Brutschrank 
gestanden hatte, waren die Zuckermengen so gering, daß nur 
etwa 0,005°/, wiedergefunden wurden. 

Auch bei einem in gleicher Weise von einem schwer 
diabetischen Hunde (D: N = 2,9) gewonnenen Muskelpreß- 
saft fand ich nach 12 stündigem Stehen bei 37° in alkalischer 
Lösung eine Abnahme der Zuckerkonzentration von 0,364 °/, 
auf 0,170 9/0. 

Ich komme also zu mit деп Ergebnissen von Gigon und 
Massini übereinstimmenden Resultaten. 

Einige Punkte müßten jedoch noch aufgeklärt werden, ehe 
man zu bindenden Schlüssen aus solchen Versuchen kommen 
kann: 

Das Blut hat gleichfalls glykolytische Fähigkeiten, und es 
fragt sich, inwieweit einfaches Verbluten des Versuchstieres die 
Blutfreiheit der Muskulatur gewährleistet. Ferner wären nach 
aseptischen Prinzipien auch andere Organe zum Vergleich mit 
dem Muskel auf die „glykolytischen* Kräfte zu prüfen. Ein 
besonderes Interesse aber beansprucht noch die Frage, ob sich 
nicht der Zucker entsprechend den Befunden von Levene 
und Meyer!) zu Disacchariden oder anderen Verbindungen 
polymerisiert und dadurch dem Nachweis durch Reduktionsmittel 
entzieht. 


1) Journ. of Biol. Chem. 11, 353, 1912. 
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Versuche über den kolloidalen Zustand von Eiweiß- 
und Goldsolgemischen. 
von 
Friedrich Jacobs. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut zu Göttingen.) 
(Eingegangen am 1. Dezember 1913.) 


In seinem zusammenfassenden Vortrag über Anaphylaxie 
und Fieber auf dem XXX. Kongreß für innere Medizin!) hat 
Schittenhelm, im Anschluß an Dörr, Nolf u. a., als eine 
der Ursachen des Fiebers „Änderungen in dem kolloidalen 
Gleichgewicht des Blutes“ bezeichnet. Insonderheit sprach er 
die Vermutung aus, daß die nach intravenöser Injektion von 
Paraffinsuspensionen beobachtete Temperatursteigerung aus 
einer Störung des kolloidalen Gleichgewichts „in der Zusammen- 
setzung von Blut und Geweben“ resultiere. 

Die Bezeichnung „kolloidales Gleichgewicht“ ist sehr all- 
gemein gehalten, so daß sich verschiedenes darunter verstehen 
läßt. Im wesentlichen ist der kolloidale Zustand eines Systems 
aus gegebenen Komponenten bekanntlich bedingt durch das 
Mengenverhältnis von Dispersionsmittel zu disperser Phase und 
deren Dispersionsgrad. Eine Störung des kolloidalen Gleich- 
gewichts bei konstantem Mengenverhältnis könnte sich also vor 
allem in einer Änderung des Dispersionsgrades äußern; außer- 
dem kommen Affinitätsänderungen zwischen Kolloid- und 
Wasserteilchen in Frage, durch die das gegenseitige Verhältnis 
von „gebundenem“ zu „freiem“ Wasser auch bei gleichbleiben- 
dem Dispersionsgrad verschoben werden könnte. In einem 
komplizierteren System, wie es z. B. das Blutplasma dar- 
stellt, ließen sich endlich auch Verschiebungen der Art denken, 
daß etwa zwei zu einem Komplex vereinigte Teilchen sich 
lösen und dafür andere neue Komplexe bilden oder ähnliches. 


1) Verhdl. d. Deutsch. Kongr. f. inn. Med. 80, 44, 1913. Wiesbaden. 
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Solche Änderungen würden sich als eine Zustandsänderung des 
Systems als Ganzen nicht bemerkbar zu machen brauchen, 
könnten aber doch eventuell für den Ablauf der intimeren 
Lebensvorgänge von Bedeutung sein. 

Bei einer Prüfung der von Schittenhelm geäußerten 
Hypothese mußte als nächste Aufgabe die Entscheidung der 
Frage in Betracht kommen, ob gewisse fiebererregende Ma- 
terialien nachweisbare Änderungen im kolloidalen Zustand 
des Blutplasmas hervorrufen. 

Um aber bei dieser Prüfung einen festen Untergrund unter 
den Füßen zu haben, schien es erwünscht, die Frage vorläufig 
allgemeiner zu fassen und zu untersuchen, ob der kolloidale 
Zustand von Eiweißlösungen überhaupt durch fiebererregende 
Stoffe irgendwelcher Art in dem genannten Sinne beeinflußbar 
sei. Am meisten Erfolg in dieser Hinsicht schienen zunächst die 
kolloidalen Metalle zu versprechen, da deren Fieberwirkung relativ 
erheblich ist und da wir bereits verschiedene kolloid-chemische 
Beziehungen zwischen Eiweißkörpern und Metallsolen kennen. 

Unter diesen Gesichtspunkten unternahm ich die Prüfung 
der Frage, ob kolloidale Goldlösungen nach Zsigmondy bei 
der Vermischung mit Eiweißlösungen deren kolloidalen Zustand 
soweit modifizieren, daß es mit einfachen Prüfungsmethoden 
nachweisbar ist. 

Ich verwandte kolloidale Goldlösungen und gereinigte Eiweißkörper 
des Blutes, um möglichst direkt an wohlbekannte Erscheinungen an- 
knüpfen zu können. Bekanntlich ist durch К. Zsigmondy!) der Be- 
griff der Goldzahl aufgestellt worden, der, ausgehend von den Tatsachen 
des „Schutzes“ irreversibler Kolloide durch hydrophile, eine quantita- 
tive Beziehung zu definieren erlaubt. 

In dieser schützenden Wirkung der Eiweißkörper gegen- 
über dem Gold offenbart sich eine erhebliche Veränderung in 
dem kolloidalen Zustand des Goldsols, so daß — nach Zsig- 
mondy — „das geschützte Kolloid seine charakteristischen 
Reaktionen einbüßt und nunmehr alle charakteristischen Re- 
aktionen des Schutzkolloids mitmacht“. Es erhebt sich aber 
die prinzipielle Frage, ob nun seinerseits das Eiweiß während 
seiner Reaktion mit dem Goldsol merkliche Veränderungen 
seines kolloidalen Zustandes erleidet. 

Als Prüfungsmethoden für den kolloidalen Zustand kamen 


1) Zeitschr. f. anal. Chem. 40, 697, 1901. 
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zunächst in Betracht Messungen der Viscosität und des osmo- 
tischen Druckes. 

Für die Messung der Viscosität wurden Viscosimeter nach Ost- 
wald verwendet, die jedesmal mit genau 2 com Flüssigkeit gefüllt und 
bei 37° (im Wasserthermostaten) beobachtet wurden. Hierbei, wie bei 
der Messung des osmotischen Druckes, habe ich immer Parallelversuche 
angestellt, in der Weise, daß ich gleiche Mengen ein und derselben Ei- 
weißlösung einmal mit dest. Wasser und daneben mit einer gleichen 
Menge koll. Goldlösung versetzte und nach gleichen Zeiträumen bei 
gleicher Temperatur beobachtete; das spezifische Gewicht konnte dabei 
vernachlässigt werden. Als Osmometer benutzte ich nach Zsigmondys 
Angaben Kollodiumhüllen mit einem darauf montierten Steigrohr und 
nahm als Außenflüssigkeit bei Albumin und Hämoglobin dest. Wasser; 
bei Globulin, wo das natürlich nicht möglich war, nahm ich 1,25°/,ige 
Kochsalzlösung, wie sie dem Gehalt des Globulins an NaCl entsprach. 
Die Außenflüssigkeit wurde öfters gewechselt. 

Als Resultat ergab sich, daß die Zufügung von Gold den 
Viscositätswert der Eiweißsole nicht merklich veränderte; 
die vereinzelte Steigerung beim Hämoglobin ist gering und 
kaum verwertbar. Auf den osmotischen Druck wirkte sie 
aber konstant im Sinne einer Depression ein, und zwar beim 
Albumin um 7,4°/,, beim Hämoglobin um 3,9°/,; beim Globulin 
konnte ein eventueller Unterschied wegen des geringen abso- 
luten Drucks nicht zur Geltung kommen. Vgl die 


Übersichtstabelle. 








Viscositäts- 

koeffizient 
bezogen auf 
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Osmotischer 


Substanz !) Druck?) 


А Wasser 0,470 
Albumin Ша 2,74 Goldsol 



































0,470 — 
Albumin Ia | 0,89 = бозо | _ ww 3,75 
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Globulin ма | Goldsol — 0,457 ý 0,1 























1) Herstellung usw. siehe die Versuchsprotokolle am Schluß. 
D Abgelesen nach Eintritt des Gleichgewichts nach erstmaligem 
Wechsel der Außenflüssigkeit. 
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Die mitgeteilten Befunde beziehen sich nur auf eine sehr 
beschränkte Zahl von Eiweißlösungen und nur auf das eine Bei- 
spiel eines Metallsols; sie erlauben daher noch nicht allgemein 
gültige Schlüsse. Sollten jedoch weitere Versuche, speziell auch 
am Blutplasma, ein analoges Ergebnis haben, so würde damit 
ein positiver Anhaltspunkt dafür gegeben sein, daß in der Tat 
Metallsole und vielleicht auch sonstige fiebererregende Materialien 
eine kolloidale Zustandsänderung im Blute hervorbringen können; 
diese Änderung wäre als eine nach der Richtung der Koagu- 
lation, der Verminderung der Teilchenzahl, also des Dispersitäts- 
grades, gehende aufzufassen. Denn die gefundene Verminderung 
des osmotischen Druckes ist ja nicht anders zu verstehen. 

Es fragt sich nun, welche Vorstellung man sich über die 
Beziehung zwischen kolloidalem Gold- und Eiweiß-Sol bilden 
kann, die mit den Versuchsergebnissen der Viscosimetrie und 
gleichzeitig mit den bekannten Tatsachen im Einklang steht. 
Da ich Eiweißlösungen einer gewissen Konzentration nehmen 
mußte, um mit den zur Verfügung stehenden Methoden quan- 
titativ arbeiten zu können, so war in den Versuchen die Zahl 
der Eiweißteilchen im Verhältnis zu den Goldteilchen außer- 
ordentlich groß, vor allem auch ganz wesentlich (etwa 
10000 mal) größer, als etwa der kleinsten schützenden Menge 
Eiweiß entsprechen würde. Über das Größenverhältnis!) 
zwischen den einzelnen Gold- und Eiweiß-Teilchen wissen wir 
wenigstens bei der Hämoglobinlösung soviel, daß das Gold- 
teilchen die Größe der einzelnen Eiweißteilchen (die in diesem 
Falle die Moleküle selbst sind) um ein Vielfaches überragt. 
Macht man aber auch die Voraussetzung, wie sie dieses Größen- 
verhältnis zusammen mit der Schutzwirkung nahelegt, daß bei 
der Mischung von Goldsol mit Hämoglobinlösung — und wohl 
auch mit den anderen Eiweißlösungen — jedes Goldteilchen mit 
einer größeren Zahl von Eiweißteilchen zu einem Komplex zu- 
sammentritt?), so bleibt noch immer die überwiegende Zahl 
aller Eiweißteilchen vollkommen unberührt in ihrem bisherigen 
Zustand. Die wenigen Gold-Eiweißkomplexe sind also an Zahl 
viel zu gering, um einen Einfluß auf den Wert der Viscosität 
auszuüben. 


1) R. Zsigmondy, Kolloidchemie. Leipzig 1912, S. 15 u. 16. 
*) Ebenda S. 118ff. 
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Wie wenig die Masse der Eiweißmoleküle durch die Gegen- 
wart kolloiden Goldes in ihrem Verhalten beeinflußt wird, geht 
übrigens noch schlagender aus einer Beobachtung von 
Fr. N. Schulz!) hervor: eine Lösung von krystallisiertem Eier- 
albumin in Goldsol lieB sich auf die übliche Weise mit Am- 
monsulfat von neuem zur Krystallisation bringen, wobei die 
schön ausgebildeten Krystalle rot gefärbt und goldhaltig waren. 

Es ist daher eigentlich erstaunlich, daß die Osmometer- 
versuche einen relativ bedeutenden Unterschied des osmotischen 
Druckes bei Goldzusatz erkennen ließen. Vielleicht kommt 
dabei das zeitliche Moment wesentlich in Betracht, da ich die 
Viscosimetrie stets in der ersten Stunde nach der Mischung 
ausführte, während die osmotischen Versuche eine längere Zeit 
in Anspruch nahmen. Es wäre denkbar, daß nach Goldzusatz 
eine noch tagelang langsam zunehmende Aggregation von Ei- 
weißteilchen erfolgte. 

Die Prüfung dieser Vermutung muß ich zu meinem Be- 
dauern späteren Versuchen überlassen. 


Versuchsprotokolle. 


Viscosimetrie. 
Pferdeserumalbumin. 

Herstellung: Halbsättigung des Blutserums mit konz. Ammonsulfat- 
lösung, Abfiltrieren des Globulins, Fällung des Albumins mit Ammon- 
sulfat unter Zusatz von etwas Essigsäure; Umkrystallisieren bis zur 
Fraktion Па, d. h. den ersten ausfallenden Krystallen der dritten Kry- 
stallisation. Dialyse; Eindampfen des Albumins zu einer amorphen 
Masse, die pulverisiert, zwei Jahre aufbewahrt und zum Versuch in de- 
stilliertem Wasser aufgelöst worden ist?). 

5 com eingetrocknet; Rückstand = 0,2735 g (5,47 °],). 


Versuch A. 
Durchlaufszeit für Wasser von 4° durch das Viscosimeter 
== 373,0”; 
Durchlaufszeit für halb mit Wasser verdünnte Albuminlösung 
bei 37°: 175,2” | 

175,2” Vise.-Koeff. — 0,470. 

175,2” 
1) Die Größe des Eiweißmoleküls. Jena, С. Fischer 1913, 8. 51. 


*) Genaueres über alle verwendeten Präparate siehe die folgende 
Mitteilung. 
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Versuch B. 
Durchlaufszeit für Wasser von 4° durch das Viscosimeter 
== 339,6”; 
Durchlaufszeit für halb mit koll. Goldlösung verdünnte 


Albuminlösung 
bei 37°: 159,5” 
159,6” Visc.-Koeff. — 0,470. 
159,5” 


Hämoglobin vom Pferd. 


Herstellung: Erythrooyten mehrfach auf der Zentrifuge gewaschen, 
gefroren und aufgetaut. Mit !/, Volumen Alkohol bei 0° zur Krystalli- 
sation gebracht; Krystalle gewaschen und in destilliertem Wasser auf- 
gelöst. 

5 ccm eingetrocknet; Rückstand 0,2417 р (4,83°/,). 


Versuch A. 
Durchlaufszeit für Wasser von 4° durch das Viscosimeter 
— 323,5°. 
Durchlaufszeit für halb mit Wasser verdünnte Hämoglobin- 
lösung bei 37° == 155,4” 


155,4” Visc.-Koeff. — 0,481. 
155,5” 
Versuch B. 
Durchlaufszeit für Wasser von 4° durch das Viscosimeter 


— 360,0”; 
Durchlaufszeit für halb mit Goldsol verdünnte Hämoglobin- 
lösung bei 37° — 177,7” 
177,7” Visc.-Koeff. == 0,494. 
177,7” 


Pferdeserumglobulin. 


Herstellung: Halbsättigung des Blutserums mit konz. Ammonsulfat- 
lösung. Abfiltrieren, Waschen des Niederschlags, dreimaliges Umfällen 
und Auswaschen. Dialyse; Auflösen des abfiltrierten und gewaschenen 
Niederschlags in 1,25°/,iger NaCl-Lösung. 

10 ccm eingetrocknet; Rückstand = 0,0844 р (0,84°/,). 


Versuch A. 
Durchlaufszeit für Wasser von 4° durch das Viscosimeter 
— 365,9”; 
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Durchlaufszeit für halb mit Wasser verdünnte Globulin- 
lösung bei 37° — 166,6” 
166,5” Vise.-Koeff. = 0,455. 
166,5” 


Versuch B. 
Durchlaufszeit für Wasser von 4° durch das Viscosimeter 
== 339,6”; 
Durchlaufszeit für halb mit Goldsol verdünnte Globulin- 
lösung bei 37° = 155,0” 
155,0” Vise.-Koeff. == 0,457. 
155,0” 


Messungen des osmotischen Druckes. 


Der Niveauunterschied zwischen den Ablesungsrohren in- 
folge Capillarität betrug in allen Fällen 0,9 cm. 
Pferdeserumalbumin. 


Hergestellt wie oben. Krystallfraktion 1а. 
5 ccm eingetrocknet; Rückstand = 0,892 g (1,78°/,). 


Halb verdünnt mit Wasser Halb verd. mit Goldsol 





Niveaudifferenz Niveaudifferenz 
cm cm 

8. VIII. 10 35’ 0,50 0,90 
11h 00’ 2,00 7,80 

126 00’ 6,90 11,80 

1h 00’ 8,10 10,50 

4h 30’ 7,30 8,00 

9. VIII. 11b 20’ 5,30 4,70 


| 
| 
1h15 470 | 4,60 
Kleines Eiweißcoagulum | Violettes Coagulum 
| 
| 
| 
| 
| 
| 


Wasserwechsel Wasserwechsel 
9h 40’ 4,95 4,65 
10. VIII. 12h mitt. 4,25 4,00 

Reichliches violettes 
Wasserwechsel Coagulum 

Wasserwechsel 
12h 35’ 3,90 3,65 
11. VIII. 12h 25’ 3,40 3,50 
12. ҮШ. 115 30° 3,30 2,95 
14. УШ. 12h mitt. 3,15 2,95 
16. УШ. 12а mitt. 3,002) 2,95 


1) Die Flüssigkeit aus dem Osmometer wurde am Ende des Ver- 
suchs filtriert und eingetrocknet; sie enthielt nur noch 0,35°/, Eiweiß. 
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Hämoglobin vom Pferd. 
Herstellung siehe oben. 


Halb verdünnt mit Wasser mit Goldsol 
Niveaudifferenz Niveaudifferenz 
cm ош 

17. VII. 7h nachm. 11,0 10,0 

18. VII. 9b vorm. 19,1 18,2 
Wasserwechsel Wasserwechsel 

7ћ nachm. 18,8 18,1 

19. VII. Oh vorm. 18,8 18,1 
Wasserwechsel Wasserwechsel 

21. VII. Ob vorm. 16,6 16,0 


Pferdeserumglobulin. 


Hergestellt wie oben. 
Außenflüssigkeit 1,25°%/,ige NaCl-Lösung. 


Halb verdünnt mit Wasser mit Goldsol 
Niveaudifferenz Niveaudifferenz 
cm cm 
19. VIII. 125 40’ 0,9 0,8 
4h 05’ 1,2 0,8 
9b OO LA 1,1 
20. VIII. 106 00’ (0,59 1,3 
Wechsel der Wechsel der 
Außenflüssigkeit Außenflüssigkeit 
Geringes Coagulum Geringes bläuliches 
Coagulum 
3b 30’ 1,0 1,0 
5b 00’ 1,0 1,0 
21. VIII. Wechsel der Wechsel der 
Außenflüssigkeit Außenflüssigkeit 
Geringes Coagulum Größeres bläuliches 
Coagulum 

11h 00’ 0,5 0,7 
7 00’ 0,9 0,9 
22. VIII. 106 00’ 1,0 1,0 


Zur Erklärung des besonders beim Albumin auffälligen 
Anstiegs im Beginn der Osmometerversuche führe ich noch die 
durch kolloidale Goldlösung allein bewirkten Zahlen an; es 
geht aus ihnen hervor, daß die geringen Mengen der bei der 
Herstellung angewandten Salze die Ursache sind. 
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Kolloidale Goldlösung. 


Hergestellt nach der Keimmethode von R. Zsigmondy?). 
Ohne Wasserwechsel. 


Niveaudifferenz 
cm 
6. VIII. 108 14’ 1,5 
105 20’ 4,0 
10% 30’ 5,5 
105 40' 6,7 
11 00 7,6 
11h 15’ 7,4 
11% AR 6,3 
12h 05’ 5,5 
1h 10’ 3,6 
2h 00’ 3,0 
2h 50’ 2,3 
3h 50’ 2,0 
bb 15’ 1,7 
7 15’ 1,4 
7. УШ. 9h 00’ vorm. 0,9 


1) Kolloidohemie 8. 96. 


Goldzahlbestimmungen ап Eiweißkörpern des Blutes. 


Von 
W. Heubner und Fr. Jacobs. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut zu Göttingen.) 
(Eingegangen am 1. Dezember 1913.) 


Als Goldzahl wurde von Zsigmondy?) „diejenige Anzahl 
Milligramm Schutzkolloid bezeichnet, die eben nicht mehr aus- 
reicht, den Farbenumschlag von 10 ccm hochroter Goldlösung 
gegen Violett oder dessen Nuancen zu verhindern, der ohne 
Kolloidzusatz durch 1 eem 10°/,ige Kochsalzlösung hervor- 
gerufen wird“, 

Für die wichtigen Eiweißkörper des Blutes sind die Kon- 
stanten mit dieser Methode noch nicht festgestellt. Eine Ver- 
vollständigung unserer Kenntnisse darüber schien auch aus 
dem Grunde empfehlenswert, weil die Feststellung der Goldzahl 
nach Schulz und Zsigmondy?) ein brauchbares Kriterium für 
den Reinheitsgrad eines isolierten Eiweißkörpers darstellen kann. 

Untersucht wurden krystallisiertes Albumin, Hämoglobin 
und Globulin vom Pferd. 

Zur Darstellung der verwendeten Präparate dienten die 
üblichen Methoden: die Goldlösungen wurden nach dem von 
Zsigmondy?) beschriebenen Verfahren hergestellt, und zwar 
unter Benutzung der Keimmethode mit Hilfe einer durch Phos- 
phor reduzierten Ausgangslösung. 

Das Hämoglobin wurde aus sorgfältig gewaschenen Erythro- 
cyten bereitet, die in zwei Fällen durch Schütteln mit Asbest, 
im dritten durch Gefrieren und Zentrifugieren von den Stro- 
maten befreit waren; die Krystallisation erfolgte aus verdünntem 


1) Zeitschr. f. anal. Chem. 40, 705, 1901. 
2) Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 3, 137, 1902. 
) К. Zsigmondy, Kolloidchemie. Leipzig 1912. S. 95 u. 96. 
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Alkohol in der Kälte und wurde zum Teil wiederholt. Mit 
römischen Zahlen sind unten die Krystallisationsfolgen be- 
zeichnet. 

Das Globulin wurde nach dem erstmaligen Ausfällen mit 
Ammonsulfat-Halbsättigung durch Waschen und dreimaliges Um- 
fällen gereinigt; die letzte Fällung wurde bis zum Verschwinden 
der Biuretreaktion im Waschwasser mit halbgesättigter Ammon- 
sulfatlösung gewaschen, in Wasser gelöst und gegen destilliertes 
Wasser bis zum Verschwinden der Schwefelsäurereaktion dialy- 
siert. Der ausgefallene Niederschlag wurde mit Wasser aus- 
gewaschen, darauf zum Teil mit 1,25°/ ‚iger Kochsalzlösung, zum 
anderen Teil in 0,06°/,iger Sodalösung verrührt und die Lö- 
sungen filtriert. Sie waren hochgradig opalescent. 

Vom Serumalbumin wurden aus zwei verschiedenen Blut- 
proben Präparate hergestellt. In beiden Fällen wurde mehr- 
mals umkrystallisiert und jede Krystallisation außerdem durch 
vorsichtigen und nur allmählich vermehrten Zusatz von Ammon- 
sulfat in mehrere Fraktionen zerlegt; für die nächstfolgende 
Krystallisation diente dann immer nur die Hauptfraktion, von 
der übrigens jeweils eine Probe aufbewahrt und weiter ver- 
arbeitet wurde, wie es vielfach auch mit den Nebenfraktionen 
geschah. Im folgenden sind die einzelnen Krystallisationen 
durch römische Zahlen, die einzelnen Fraktionen durch zu- 
gesetzte Buchstaben bezeichnet. 

Die beiden Schemata zeigen, in welcher Weise die Auf- 
teilung des ursprünglich vorhandenen Albumins geschehen ist 
und welche Fraktion zur nächstfolgenden Krystallisation ge- 
dient hat. 


Serum 1. 
Filtrat der Halbsättigung. 
І 
П, Ib Ik 
II, II III. 
IV In IN, IVa ТҮ, 
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Пь 
П, 
ПІ, 
Dir 
ПІ, 


IA 
Ів 
Іс 
ПА 
Пв 
Пс 
IIIA 
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nicht völlig löslich in Wasser. 

große Krystalle, z. T. zusammengewachsen; restlos löslich in 
Wasser; salzfrei dialysierte Lösung gerinnt beim Erhitzen. 
kleinere Einzelkrystalle. 

anfangs amorph, später mikrokrystallinisch. 

große und kleine Krystalle gemischt. 

anfangs amorph, später mikrokrystallinisch. 

dauernd amorph (mit ganz vereinzelten, schlecht ausgebildeten 
Krystallen vermischt). 

große Krystalle. 

kleinere und kleinste Krystalle gemischt. 

amorph; nur unvollständig in Wasser löslich; Lösung absolut 
farblos; salzfrei dialysierte Lösung gerinnt nicht beim Er- 
hitzen. 

große Krystalle mit amorpher Substanz vermischt, die beim 
Stehen zum größten Teil mikrokrystallinisch wird. 

dauernd amorph, mit ganz vereinzelten kleineren Krystallen. 
schöne große Krystalle, etwas schlanker als sonst; nur lang- 
sam in Wasser löslich (Lösung schwach gelb gefärbt). 
kleinere, ganz einheitliche Krystalle; salzfrei dialysierte Lösung 
gerinnt beim Erhitzen. 

kleinste, sehr gleichmäßige Krystalle. 

kleinste Krystalle, z. T. zusammengewachsen. 

dauernd amorph. 


Serum 2. 
Filtrat der Halbsättigung. 


L Ib ke 
П, Iig пц, 
ПІ, П П, 
IV, Гв 


Va VB 


große, plumpe Krystalle; in Wasser langsam löslich. 

kleine Einze'krystalle; in Wasser leicht löslich. 

sehr kleine, z. T. zusammengewachsene Krystalle. 

Krystalle mittlerer Größe. 

kleinste Einzelkrystalle; sehr leicht in Wasser löslich. 
amorph, mit einzelnen kleinen Krystallen vermischt. 

recht große Krystalle mit etwas amorpher Substanz; nicht 
vollständig in Wasser löslich. 
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Пв kleinste Einzelkrystalle. 
Шо kleine und kleinste, besonders schlanke Krystalle. 

ТУА große, recht schlanke Krystalle; in Wasser nur unvollkommen 

löslich. 

IVs kleine Krystalle; in Wasser leicht löslich. 

Ул große Krystalle, mit reichlich amorpher Substanz vermischt; 

in Wasser nicht vollständig löslich. 

Ув kleine und kleinste Krystalle. 

Sämtliche Hauptfraktionen waren stets rein krystallinisch, ohne 
amorphe Beimengungen; ebenso waren es die Fraktionen IV, und Va, 
und meist auch die Fraktionen A. Immer waren jedoch die Krystalle 
dieser Reaktionen ganz wcsentlich größer als die der Fraktionen b und 
В, an Längs- und Querdurchmesser schätzungsweise 4 bis 5 mal; ge- 
wöhnlich waren sogar 3 verschiedene Größen der Krystalle zu unter- 
scheiden, die stets mit wachsendem Ammonsulfatgehalt abnahmen. 


Jede zur weiteren Untersuchung präparierte Krystallfraktion 
wurde auf der Nutsche abgesaugt und gewaschen, mit Wasser 
verrührt und in einer Kollodiumhülse gegen dest. Wasser unter 
häufigem Wechseln dialysiert, bis die Schwefelsäurereaktion 
völlig verschwunden war. Ein Teil der Präparate wurde dar- 
auf direkt untersucht, ein anderer Teil im Vakuum eingedampft 
und in trockenem Zustande kürzere oder längere Zeit (bis zu 
2 Jahren) aufbewahrt. 

Die Bestimmung des Gehaltes jeder mit Gold geprüften Eiweiß- 
lösung geschah durch Eindampfen und Trocknen einer konzentrierten 
Stammlösung bei 110°. Beim Globulin wurde außerdem verascht. — In 
einem Falle (IV,), wo der Erfolg der Dialyse noch nicht erschöpfend 
gewesen war, wurde auch der Gehalt an Sulfat bestimmt und ent- 
sprechend 0,03°/, Ammonsulfat gefunden. 

Im übrigen wurde die Bestimmung der Goldzahl nach 
· den Angaben von Zsigmondy vorgenommen, wobei in den 
ersten Versuchen (Tabelle I) die Menge der Gold- und der 
Salzlösung halbiert wurde (5 ccm Gold, 0,5 ccm 10°/, NaCl). Ver- 
zeichnet wurde jedoch die doppelte Menge, d. h. also die Menge 
Trockeneiweiß (in Milligramm), deren Zusatz in einem Flüssig- 
keitsvolumen von wenigen Zehntel-Kubikzentimetern auf 10 ccm 
Goldlösung durch 1 ccm 10°/,ige Kochralzlösung noch einen 
Farbumschlag in deutliches Violett zuließ. 

Die Ablesung erfolgte jeweils nach 5 Minuten. Die Fest- 
setzung einer Zeit erwies sich als notwendig, da sich dieser 
Faktor stark geltend machte: Bei Gegenwart bestimmter Eiweiß- 


mengen war in den ersten Minuten nach dem Salzzusatz kaum 
23* 
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eine Nuancenverschiebung der Farbe wahrzunehmen, während 
sich im Laufe von Stunden und Tagen Trübung und Blau- 
färbung einstellte. Die angegebenen Zahlen sind also nur unter 
Berücksichtigung der Versuchszeit einigermaßen definiert. 

Zur Verwendung kamen in den Versuchen der Tabelle I 
gute „hochrote* Goldlösungen. Besonders die bei Hämoglobin В 
benutzte Lösung war frisch bereitet und genügte den strengsten 
Ansprüchen’). 


Tabelle I. 


— — — — - — 






Versuchslösung 









Kon- |Wirksame| Goldzahl 
zentration] Menge 


ccm 


Eiweißart Zustand 









Albumin Fraktion II, 





unrein, 






krystallisiert 
n л ТУ, amorph 0,07 
n я Vb | ziemlich rein, 






krystallisiert 

methämoglobin- 
haltig 

kein Methämo- 0,047 

globin 






Oxyhämoglobin A ПІ 






$ B I 0,15 0,07 






Das Hämoglobin zeigte bei der Goldzahlbestimmung eine 
Eigentümlichkeit: die 200 mal größere als die eben schützende 
Menge bewirkte bei Salzzusatz Trübung des Goldes. 


Für alle in den folgenden Tabellen zusammengestellten 
Versuche wurde ein und dieselbe Goldlösung verwendet, die 
nicht ganz „hochrot“, sondern eher etwas purpurfarben war. 
Sie wurde 4 Monate lang beobachtet und änderte ihre Farbe 
während dieser Zeit kaum (von Nr. 581 bis Nr. 578 D des Code 
des Couleurs von Klincksieck und Valette?). 

Zur objektiven Verständigung über die Farbennuancen scheint uns 


die Angabe in Nummern des Code des Couleurs sehr zweckmäßig; beim 
Vergleich mit den Farbenproben des Code beobachteten wir unsere 


1) Für die Anleitung zu diesen Versuchen und die Überlassung 
der Goldlösung sind wir Herrn Prof. Zsigmondy zu großem Dank 
verpflichtet. 

°) Paul Klinoksieck, Paris 1908. 
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Lösungen durch eine planparallele Cuvette von 1 cm Querdurch- 
messer gegen ein weißes Papier, das von diffusem Tageslicht hell be- 
leuchtet war. 

Es zeigte sich nun, daß alle verwendeten Albumin- und 
Globulinlösungen die Eigenschaft hatten, selbst schon die Farbe 
der Goldlösung, je nach der Konzentration mehr oder weniger, 
gegen Violett hin zu verändern. (Vielleicht liegt hier eine ähn- 
liche Einwirkung auf das Goldsol vor, wie in der oben erwähn- 
ten Trübung durch eine relativ große Hämoglobinmenge — 
allerdings bei Salzzusatz.) 

Wegen dieses Farbenumschlags ohne Salzzusatz und auf 
Grund der Beobachtung, daß bei allmählichem gleichmäßigen 
Heruntergehen mit der Menge des Schutzkolloids die Farbände- 
rung bei der Salzfällung nicht ebenfalls ganz allmählich weiterging, 
sondern regelmäßig an einer gewissen Grenze einen deutlichen 
Sprung machte, hielten wir es für zweckmäßig, die an dieser 
Stelle der Skala auftretenden Farbnuancen als Indicator für 
das Aufhören des Schutzes zu wählen; sie lagen unterhalb 
Nr. 551 des Code und waren bereits ausgesprochen violett. 
Die im folgenden angegebenen Zahlen geben also diejenigen 
Mengen Eiweißlösung an, die gerade nicht mehr imstande sind, 
bei Salzzusatz das Auftreten einer unter 551 liegenden Farb- 
nuance zu verhindern. Eine etwa doppelt so große Eiweiß- 
menge bewirkt vollständigen Schutz. 


Tabelle II. 
Etwa 2 Jahre in getrocknetem Zustand aufbewahrtes Albumin. 





— — — — 
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Allerdings wurde in den meisten folgenden Versuchen, in- 
folge eines Mißverständnisses, auf 5 com Goldlösung 1,0 ccm 
der Salzlösung genommen. Der hieraus entstehende Fehler 
beträgt jedoch nicht, wie zu erwarten wäre, 100°/,, sondern, 
wie uns besondere Versuche gelehrt haben, nur etwa 25°/,. 
Wir haben daher in den Tabellen II und III die gefundenen 
Eiweißmengen mit 1,25 multipliziert und geben in der letzten 
Rubrik der Tabellen die so rektifizierten Zahlen an. Die in 
den Tabellen angeführte „Stammlösung“ war stets 100 mal 
konzentrierter als die „Versuchslösung“. 


Tabelle III. 
Die „getrockneten“ Substanzen sind maximal 3 Tage aufbewahrt worden. 












g 
О 

Substenz # | geschichte rekti- 
d fiziert 

Albumin [ПА frisch mittel 0,020 | 0,07 | 532 [0,014 | 0,02 

К IB n gering 0,005 | 0,98 | 532 | 0,049 | 0,06 

“ ПА я >. 0,110 | 0,45 | 526 |] 0,049 | 0,06 

n»n | getrocknet stark 0,012 | 0,65 I 536 I 0,078 | 0,09 

d IIB frisch gering 0,005 | 0,85 I 526 1 0,042 | 0,05 

e n |ре{гссКпе stark 0,005 | 0,90 } 526 ] 0,045 | 0,05 

н ПІВј. frisch gering 0,010 | 0,28 I 536 1 0,028 | 0,03 

n n | getrocknet recht stark] 0,007 | 0,37 | 536 [0,026 | 0,03 

” ТУА frisch stark 0,003 | 0,60 | 536 [0,018 | 0,02 
HämoglobinC frisch — 0,05 0,02 I 537 | 0,010 | 0,013 
n n — 0,01 0,15 | 537 | 0,015 | 0,019 

Globulin | — | 0,069, | 
NaCO, 
enthaltend | sehr stark | 0,010 | 0,20 | 536 | —3 | 0,020 
" — 1,25%, 
NaCl 


enthaltend | » n 0,015 | 0,10 | 587 | —!) | бо 


Betrachtet man die verschiedenen von uns erhobenen 
Befunde, so kann man sie kaum als übermäßig befriedigend 
bezeichnen. Besonders verbieten sich weitergehende Schluß- 
folgerungen aus dem Grunde, weil die Resultate bei Präpa- 


1) Richtig ermittelt. 
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raten verschiedener Darstellung durchaus nicht genügend har- 
monieren. Die Hoffnung, die Goldzahl zur Charakterisierung 
der Eiweißkörper des Blutes, zu ihrer Unterscheidung und der 
Beurteilung ihres Reinheitsgrades benutzen zu können, hat 
sich uns also nicht erfüllt. Welche von den verschiedenen 
denkbaren Ursachen dafür verantwortlich zu machen ist, läßt 
sich schwer sagen. Nach manchen Beobachtungen von 
Fr. N. Schulz und К. Zsigmondy') scheint es uns aber, daß 
am meisten Wahrscheinlichkeit die Annahme für sich hat, daß 
ein oder mehrere sehr gut schützende Körper als Verunreini- 
gung auch den mehrfach umkrystallisierten Präparaten beige- 
mischt bleiben; dabei stützen wir uns auf die Beobachtung, 
daß sämtliche von uns untersuchten Albuminpräparate und 
auch das Globulin die Eigenschaft besaßen, bereits ohne Hin- 
zufügung von Salz auf das Gold im Sinne einer Farbänderung 
einzuwirken. Diese war bei den für den völligen Schutz noch 
eben ausreichenden kleinen Mengen zwar minimal, doch stets 
unverkennbar, während größere Mengen eine deutliche Ver- 
schiebung der Farbnuance nach Violett hervorriefen. Schulz 
und Zsigmondy beschrieben unter der Bezeichnung „verun- 
reinigender Körper“ eine von ihnen vermutete Substanz, die 
„die Eigenschaft hat, die Goldlösung violett zu färben, selbst 
wenn sie anderen wirksamen (= schützenden) Kolloiden beige- 
mengt ist“. Sie führen auch die unscharfen Übergänge, die sie 
in verschiedenen Versuchen zwischen der völlig schützenden 
und der gar nicht mehr schützenden Menge der untersuchten 
Präparate fanden, und denen auch wir immer begegnet sind, 
auf diesen Körper zurück. Daß in der Tat eine Substanz be- 
sonderer Art vorlag, schlossen sie aus der Tatsache, daß sie 
bei mehrfachem Umkrystallisieren des Ovalbumins schließlich 
zu Präparaten gelangten, die die Goldlösung nicht mehr direkt 
veränderten und bei der Bestimmung der Schutzwirkung einen 
scharfen Umschlag gaben. Beim Serumalbumin gelang es uns 
durch 5maliges Umkrystallisieren nicht, ein gleiches Resultat 
zu erzielen. 

Daß bei fortgesetztem Umkrystallisieren aber doch stärker ` 
schützende Stoffe allmählich aus dem Albumin entfernt werden 


1) 1 е. 
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können, dafür scheinen die Zahlen zu sprechen, die in Tabelle I 
aufgeführt sind; denn die Goldzahl der aus Fraktion Па ab- 
stammenden amorphen Fraktion IVc war etwa halb so groß, 
wie die der krystallisierten Fraktion Vb. Die niedrige Zahl 
für dieses reinste Albumin, im Vergleich zu der mehr als 
10 mal höheren des Ovalbumins (2,0) kann vielleicht auch in 
dem Sinne gedeutet werden, daß es noch relativ viel von 
jener Verunreinigung enthielt. 

Durch eine solche Annahme würde auch die Abweichung 
der Resultate, die in Tabelle III zusammengestellt sind, eher 
verständlich werden, wobei zunächst nur die Zahlen für die 
frischen Präparate betrachtet seien. Sie sind sämtlich niedriger 
als die der Tabelle I. Wäre 2. В. ір dem Ausgangsserum oder 
in der ersten Fällung wesentlich mehr von einem stark schützen- 
den, zäh anhaftenden Körper vorhanden gewesen, so würde 
dies erklärlich werden. Dagegen bietet die Deutung des Be- 
fundes erhebliche Schwierigkeiten, daß die Zahlen der auf- 
einander folgenden Krystallisationen des Albumins statt eines 
Anstiegs eine Abnahme aufweisen. 

Warum die in den Tabellen I und II angeführten Gold- 
zahlen derselben Fraktionen so stark differieren, d h. die nach 
. 2 Jahren untersuchten Präparate um soviel besser schützend 
wirkten, als dieselben frisch untersucht, ist möglicherweise durch 
irreversible Zustandsänderung (Unterschiede der Opalescenz!) 
oder durch eine auch in trockenem Zustand erfolgende langsame 
Zersetzung erklärbar. Daß nicht etwa nur ein Unterschied der 
benutzten Goldlösungen die Ursache war, geht aus der relativ 
geringfügigen Differenz bei dem amorphen Präparat ІУс 
gegenüber der viel größeren bei den krystallinischen Präpa- 
raten Па und УЬ hervor. In der Tabelle ПІ macht sich ein 
Unterschied des Goldschutzes zwischen frischen und kurze 
Zeit in trockenem Zustand aufgehobenen Präparaten nicht be- 
merkbar, obwohl ein sehr auffallender Unterschied der Licht- 
absorption besteht; offenbar deutet auch dies wieder auf 
das Überwiegen von Verunreinigungen bei der Schutz- 
wirkung. 

Die von uns gefundenen Goldzahlen für die Hämoglobinprä- 
parate A und C weichen trotz Anwendung verschiedener Gold- 
lösungen nicht stark voneinander ab. 
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Die Goldzahlen des Globulins stimmen mit den von 
Schulz und Zsigmondy gefundenen für das Eierglobulin 
(0,02 bis 0,05) gut zusammen, wenn auch die Reinheit dieser 
Präparate noch viel zweifelhafter sein muß, als die der krystalli- 
sierten Eiweißkörper. 


Als ein nicht unwichtiges Ergebnis unserer Untersuchung 
möchten wir die Erkenntnis betrachten, daß krystallisier- 
tes Serumalbumin weit schwieriger zu reinigen ist, 
als krystallisiertes Eialbumin und Hämoglobin. Dies dürfte 
für manche biologischen Versuche von Bedeutung sein. 


Über einige Eiweißderivate. 
Von 
Karl Landsteiner. 


(Aus der Prosektur des k. k. Wilhelminenspitals in Wien.) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1913.) 


Im Verlaufe serologischer Untersuchungen, die in Gemein- 
schaft mit Е. Prášek?) und В. Jablons?) ausgeführt wurden, 
habe ich im Anschluß an frühere Arbeiten von Suida?) über 
die Färbbarkeit veränderter Schafwolle und Seide die Einwir- 
kung von alkoholischen Säuren und Acetanhydrid auf Eiweiß 
geprüft. Es entstanden veränderte Produkte, deren chemische 
Beschaffenheit noch zu ermitteln bleibt. 

Verdünntes Pferdeserum wurde mit Alkohol gefällt, mit 
absolutem Alkohol gewaschen und der in absolutem Alkohol 
suspendierte Niederschlag mit 1°/,iger alkoholischer Schwefel- 
säure 48 Stunden bei 60° oder mit gesättigter alkoholischer 
Salzsäure einen Tag bei gewöhnlicher Temperatur behandelt‘). 

Das erhaltene, fein verteilte, weiße Produkt ist auf sero- 
logischem Wege durch die Komplementbindungsreaktion, die 
nach unseren Erfahrungen ein Reagieren auch auf ungelöste 
Proteine ermöglicht, scharf von dem ursprünglichen Material 
unterscheidbar. Es zeigt die bemerkenswerte Eigentümlichkeit 
eines Verlustes der serologischen Artspezifität. 


1) Zeitschr. f. Immunitätsforsch. 20; vgl. 17, 373, 1913; Centralbl. 
f. Bakt. 41, 108, 1906. 

2) Erscheint in der Zeitschr. f. Immunitätsforsch. 

3) Sitzungsber. а. Wiener Akad. Abt. IIb, 114, 1905; 115, 1906. 

t) Nähere Angaben in der Mitteilung von Landsteiner und 
Е. Prášek. 
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In der Absicht, ein Acetylderivat zu erhalten, wurde der 
durch Alkoholfällung aus Pferdeeerum gewonnene Eiweißnieder- 
schlag mit absolutem Alkohol gewaschen, der Alkohol durch 
Äther entfernt, der ätherfeuchte Niederschlag aus 100 ccm 
Pferdeserum in 200 ccm Acetanhydrid verteilt und damit 
3 Stunden auf dem Wasserbade behandelt. 

Die Substanz wurde abfiltriert, mit Alkohol und Wasser 
gewaschen, neutralisiert. Sie ist weiß, fein verteilt, wurde 
unter den gewöhnlichen Bedingungen von Pepsin-Salzsäure und 
Trypsin in schwach alkalischer Lösung nicht angegriffen. Zum 
Unterschied von dem Ausgangsmaterial gibt der Körper in 
wässeriger Suspension mit dem Millonschen Reagens nicht eine 
dunkel kirschrote, sondern eine rötlichgelbe Farbe und mit 
Triketohydrindenhydrat negative Reaktion (Biuret-, Xantho- 
proteinreaktion, Reaktion mit p-Dimethylamidobenzaldehyd, mit 
alkalischer Bleilösung, nach Molisch, mit Diazobenzolsulfon- 
säure ровібіу)!). Durch Säuren wird die Suspension viel schwerer 
aufgehellt als die des Ausgangskörpere. 

Auch durch Erwärmen von gefälltem Eiweiß mit Acetyl- 
chlorid oder Benzoylchlorid wurde eine Einwirkung erzielt. 
(Versuche mit E. PräSek). | 

Ich habe weiterhin eine Methylierung des Eiwcißes ver- 
sucht, worüber bisher keine positiven Angaben vorliegen. Es 
wurde das wie oben mit Alkohol gefällte, in Äther übertragene 
ätherfeuchte Serumeiweiß in einen Überschuß von ätherischer, 
Methylalkohol enthaltender Diazomethanlösung eingetragen (Di- 
azomethan aus 40 ccm Nitrosomethylurethan zu Eiweiß aus 
100 ccm Serum) und, obwohl eine Reaktion sehr rasch eintritt, 
um eine stärkere Einwirkung zu erzielen, zehn Tage bei 
gewöhnlicher Temperatur digeriertt. Die Komplcmentbindungs- 
reaktion ergab, daß eine beträchtliche Veränderung des Ei- 
weißes eingetreten war, denn es reagierte nicht mehr mit einem 
auf das ursprüngliche, durch Alkohol gefällte Eiweiß einge- 
stellten Antiserum. Die Substanz, die nach der Art der Her- 
stellung als methyliertes Eiweiß anzusprechen ist, gibt zum 


1) Über das serologische Verhalten в. d. Mitt. von Landsteiner und 
B. Jablons. Auch bei diesem Präparat ist ein Verlust der Artspezifität 
nachweisbar. 
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Unterschied von dem ursprünglichen, mit Alkohol gefällten Ei- 
weiß eine schwächere Reaktion mit Triketohydrindenhydrat und 
eine rötlichgelbe oder braungelbe Färbung mit dem Millonschen 
Reagens. Durch Zusatz von Lauge wird eine wässerige 
Suspension schwerer aufgehellt als das Ausgangsmaterial und 
wird von Trypsin etwas schwerer verdaut als dieses. 

Eine nähere Untersuchung der hier erwähnten Substanzen, 
sowie eine Prüfung anderer Alkylierungsmethoden beabsichtige 
ich durchzuführen. 


Über das verschiedene Verhalten der Wärmebilanz bei 
dem durch verschiedene Fiebererreger hervorgerufenen 
Fieber. 

Von 
Е. Porcelli -Titone. 

(Aus dem Institut für allgemeine Pathologie дег К. Universität Neapel.) 
(Eingegangen am 24. November 1918.) 

Mit 1 Figur im Text. 


Die Änderungen der Wärmebilanz, die fieberhafte Tempe- 
raturerhöhungen verursachen, sind, seitdem Traube seine Hypo- 
these über die Zurückhaltung der Wärme aufstellte, der Gegen- 
stand zahlreicher experimenteller Untersuchungen gewesen; 
trotzdem bleiben sie noch immer das Thema einer sehr leb- 
haften Erörterung, weil sich nicht behaupten läßt, daß ihre 
Natur vollkommen festgestellt ist. 

Bis zur Mitte des vorigen Jahrhunderts waren die Pathologen über- 
einstimmend der Ansicht, daß die Temperaturerhöhung beim Fieber 
durch eine Erhöhung der Menge der produzierten Wärme bedingt sei: 
ihre Lehren suchten nämlich zu erklären, welches die Ursache und wie 
beschaffen der Mechanismus einer derartigen Zunahme der Thermogenese 
sei, und es wurde nur bisweilen die Hypothese (Cl. Bernard) erörtert, daß 
die Hyperthermie an der Peripherie von einem Übergang der Wärme aus 
den tiefen nach den oberflächlichen Teilen des Körpers abhängen könne. 

Für die allgemeine Ansicht, derzufolge man die Wärmehyperpro- 
duktion für die Ursache der Temperaturerhöhung hielt, lieferte eine 
experimentelle Stütze auch Virchow), der anf Grund einiger Unter- 
suchungen über den Stoffwechsel beim Fieber behauptete, die fieberhafte 
Hyperthermie sei durch eine gesteigerte Intensität der im Organismus 
eintretenden chemischen Reaktionen bedingt. | 

Traube?) war der erste, der die Ansicht, die allgemein über den 
Erzeugungsmechanismus der Hyperthermie im Fieber herrschte, stark in 


1) Virchow, Pathol. u. Ther. 1, 1854. 
?) Traube, Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 2 u. 3; Allg. med. 
Centralztg. 1863/64. 
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Zweifel zog. Er sprach der Zunahme der Wärmeproduktion jede Bedeu- 
tung ab und nahm dagegen an, daß die Temperatur nur deshalb steigt, 
weil die Ausscheidung der Wärme infolge einer Reizung, die der Erreger 
des Fiebers auf die gefäßzusammenziehenden Nerven ausübt, abnimmt. 

Die Lehre Traubes fand sehr bald Widersacher (Techeschichin, 
Auerbach, Wachsmuth usw.) und wurde dann fast ganz aufgegeben, 
als Liebermeister‘) und Leyden?) die Resultate ihrer Experimente 
und ihre Ansichten über das Fieber veröffentlichten. 

Nach Liebermeister ist die Hyperthermie im Fieber durch eine 
Zunahme der Wärmeproduktion bedingt, der sich eine Zunahme der Aus- 
scheidung, die jedoch einen geringeren Grad hat, hinzugesellt; die Regu- 
lationsmechanismen sollen fortfahren zu funktionieren, indem sie jedoch 
die Tendenz haben, eine höhere Temperatur als die normale zu erhalten. 

Auch für Leyden ist die größere Wärmeproduktion der wichtigste 
Faktor der Temperaturerhöhung; andererseits leugnet er an der Hand 
experimenteller Daten, indem er die alte Frage der möglichen Störung 
des Gleichgewichts zwischen der Temperatur im Innern und an der 
Peripherie während des Fiebers wieder aufnimmt, daß dies in Wirklich- 
keit der Fall sei. 

Die Lehren Liebermeisters und Leydens wurden als die, welche 
am meisten den aprioristischen Ansichten entsprachen, allgemein an- 
genommen, bis Senator?) in veränderter Form die Auffassung Traubes 
wieder vorbrachte, indem er behauptete, der wichtigste Faktor bei der 
Entstehung der Hyperthermie im Fieber sei die Zurückhaltung der 
Wärme, die insbesondere durch einen tetanischen Contractionszustand 
der peripheren Gefäße bedingt sei. Ferner wiesen auch Rosenthal‘), 
Kraus’), Krehl und Matthes), Babäk”) usw. der verminderten 


1) Liebermeister, Handb. а. Pathol. u. Ther. des Fiebers. Leipzig 
1875. — Patologia е terapia della febbre. Napoli 1881. — Volkmanns 
Vorträge Nr. 18, 19, 31. — Deutsche med. Wochenschr. 1889, Nr. 1/2. 

*) Leyden, Über Respiration im Fieber. Deutsch. Arch. f. klin. 
Med. 7, 536, 1869; Centralbl. f. med. Wiss. 1868, Nr. 47148. 

з) Senator, Beitrag zur Lehre von der Eigenwärme nach dem 
Fieber. Virchows Arch. 45, 351, 1869. — Untersuchungen über die Wärme- 
bildung nach dem Stoffwechsel. Reichert und Du Bois-Reymonds Arch. 
1872. — Untersuchungen über den fieberhaften Prozeß. 1873. 

“) Rosenthal, Calorimetrische Untersuchungen über die Wärme- 
produktion. Arch. f. d. ges. Anat. u. Phyeiol. 1855. — Wärmeproduktion 
im Fieber. Virchow-Festschrift 1891. 

6) Kraus, Respiratorischer Gasaustausch im Fieber. Zeitschr. f. 
klin. Med. 18; Ergebnisse d. allg. Pathol. 1895. 

6) Krehl und Matthes, Wie entsteht die Temperatursteigerung 
des ficbernden Organismus? Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
88, 284. 

т) Babäk, Über die Wärmeregulation im Fieber. Arch. f. d. ges. 
Physiol. 102, 320, 1904. | 
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Wärmeausscheidung wieder die Bedeutung zu, die Liebermeister ihr 
abgesprochen hatte. 

Andererseits kehrte Murri!), der anderer Ansicht war als diese 
Autoren, zu der Annahme zurück, daß die ursprüngliche Änderung in 
den wärmeerzeugenden Mechanismen vor sich gehe, weil nach seiner 
Behauptung eine Wärmehyperproduktion eintreten würde, die nicht von 
Pausen unterbrochen werde, die eine genügende Ausscheidung der im 
Überschuß erzeugten Wärme gestatten könnten. 

Wenn die Hauptansichten der Pathologen über den Erzeugungs- 
mechanismus der Hyperthermie beim Fieber sich leicht in den von mir 
angeführten Lehren zusammenfassen lassen, во ist ез keine ebenso leichte 
Aufgabe, die zahlreichen experimentellen Arbeiten zu erwähnen, die ver- 
sucht haben, in der strittigen Frage Licht zu verbreiten ?). 

Zu dem Zwecke, die Modifikationen der Energiebilanz im Fieber 
festzustellen, haben einige sich direkter calorimetrischer Bestimmungen 
bedient, andere dagegen, und zwar hauptsächlich Geppert?), Kraus‘), 
Wertheim’), Lilienfeld®), Krehl”), Senator’), Stähelin®), Stey- 
гег!0), Grafe!!) usw. haben die durch das Studium des Stoffwechsels 
gelieferten indirekten calorimetrischen Daten verwendet. 

Die zahlreichen Arbeiten sind jedoch weit davon entfernt, eine 
genügende Übereinstimmung zu zeigen, und eine jede der oben an- 
geführten Lehren wird in einer gewissen Zahl dieser Arbeiten vertreten. 

Immerhin stimmen die meisten der neueren Untersuchungen und 


1) Murri, Del potere regolatore della temperatura animale. Firenze 
1873. — Indagini sulla teoria della febbre. Fermo 1874. 

2) Wegen Angaben und ausführlichen biographischen Angaben siehe: 
Rabe, Die modernen Fiebertheorien. Berlin 1894. — Ughetti, Das 
Fieber. Jena 1895. — Löwit, Vorlesungen über allgemeine Pathologie. 
Das Fieber. I. Heft. Jena 1897. 

3) Geppert, Die Gase des arteriellen Blutes im Fieber. Zeitschr. 
f. klin. Med. 1881. 

4) Kraus, 1. o. 

5) Wertheim, Neue Untersuchungen über den Respirations-Gas- 
austausch im fieberhaften Zustande des Menschen. Med. Jahrb. d k. k. 
Ges. d. Ärzte in Wien 1882. 

6) Lilienfeld, Untersuchungen über den Gaswechsel fiebernder 
Tiere. Arch. f. d. ges. Physiol. 32, 293, 1883. 

7) Krehl und Matthes, 1. с. 

6) Senator, l. с. 

э) Stähelin, Über Stoffwechsel und Eiweißverbrauch bei der Surra- 
erkrankung. Arch. f. Hyg. 49, 77. 

10) Steyrer, Über Stoff- und Energieumsatz im Fieber. Zeitschr. 
f. experim. Pathol. u. Ther. 9, 729, 1907. 

п) Grafe, Untersuchungen über den Stoff- und Kraftwechsel im 
Fieber. Deutsch. Arch. f. klin. Med. 101, 209, 1910. — Zur Frage des 
Stoff- und Kraftwechsels im Fieber. Ebenda 102, 213, 1911. 
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insbesondere derjenigen, die sich mit dem Studium des Stoffwechsels 
beschäftigen, in der Annahme überein, daß beim Fieber die Wärme- 
produktion abnorm gesteigert ist, obwohl Ausnahmefälle zitiert werden, 
in denen dies, wie es scheint, nicht eingetreten ist. 

Die direkten calorimetrischen Untersuchungen, beginnend mit den 
wenig rigorösen, die Liebermeister beim Menschen durchführte, er- 
geben noch widerspruchsvollere Resultate, die aber gewiß nicht alle den 
unvollkommenen Methoden zugeschrieben werden können; Babäk'!) 
т. В. konstatierte sogar, daB die Wärmeproduktion in fieberhaften Zu- 
ständen leicht vermindert sein kann. 

Wie mir scheint, muß man hinsichtlich der Modifikationen 
der Energiebilanz im Fieber deutlich zwei verschiedene Fragen 
unterscheiden: eine, die sich damit beschäftigen muß, auf- 
zuklären, welches die Schwankungen der Wärmeökonomie sind, 
die die Erhöhung der Temperatur veranlassen, d. h. den Mecha- 
nismus dieser Erhöhung festzustellen; die andere, die die 
Modifikationen der Energiebilanz, wie sie während des Fieber- 
zustandes eintreten, studieren soll, von welchen Modifikationen 
sich schwer sagen läßt, bis zu welchem Punkte sie nicht viel- 
mehr eine Wirkung der Zunahme der Körpertemperatur und 
auch noch der speziellen toxischen Wirkung des das Fieber ver- 
ursachenden Erregers repräsentieren. 

In der Tat ist es bekannt, welche Bedeutung die Tempe- 
ratur bei der Geschwindigkeit der chemischen Erscheinungen 
hat und wie die künstliche Erwärmung bei den Tieren die 
Oxydationsvorgänge beschleunigt. Andererseits sind gleichfalls 
die Einflüsse bekannt, die verschiedene toxische Produkte auf 
den Stoffwechsel ausüben. 

Ich habe versucht, die erste der beiden Fragen zu studieren, 
die bis jetzt weniger aufgeklärt worden ist, und zu diesem 
Zwecke habe ich, indem ich an Tieren experimentierte, direkte 
calorimetrische Messungen während der Anstiegperiode der 
Temperatur ausgeführt. 

Andererseits habe ich, weil die Nichtübereinstimmung in 
den Resultaten der zahlreichen experimentellen Arbeiten den 
Zweifel entstehen läßt, ob die verschiedenen Fieberprozesse 
nicht verschiedene Änderungen der Wärmebilanz darstellen, die 
Experimente durchgeführt, indem ich mich verschiedener Fieber- 
erreger bediente. 


1) Babäk, Le 
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In dieser Arbeit führe ich verschiedene Reihen von Unter- 
suchungen an, größtenteils an Kaninchen, einige an einer Katze 
und an einem Hündchen, die letzteren zu dem Zwecke, fest- 
zustellen, ob ein und derselbe Erreger bei verschiedenen Tier- 
arten dieselben Änderungen der Wärmebilanz oder verschiedene 
Änderungen verursacht. 

Bei den Kaninchen erregte ich das Fieber in den ver- 
schiedenen Reihen von Experimenten mit folgenden Stoffen: 

1. Nucleoproteid des Pestbacillus, 

. Toxin des B. coli, 

n n Streptokokkus, 

. Nucleoproteid des Streptokokkus, 
э n Typhusbacillus, 
. Diphtherietoxin, 

. 0,85°/ ‚ige Chlornatriumlösung. 


з E л & wm 


Diese Stoffe wurden in eine der Venen des Ohres injiziert. 

Bei der Katze verwendete ich das Nucleoproteid des Pest- 
bacillus und das Toxin des B. coli, beim Hunde das Nucleo- 
proteid des Pestbacillus und das des Streptokokkus, 

Bei einer gewissen Zahl von Experimenten führte ich 
gleichzeitig, zur Kontrolle der calorimetrischen Messungen, die 
Bestimmung der vom Tiere ausgeschiedenen Menge von Kohlen- 
säure aus. 


Technik der Experimente. 


Calorimeter. Ich verwendete ein Wassercalorimeter vom 
Typus Dulong, das in unserem Institut konstruiert wurde. 
Das Wasser ist in einer Menge von 501 in einer Glaskufe mit 
Deckel (a) enthalten, die in einem Holzkasten (b) aufgestellt 
ist, von dessen Wänden sie ca. 15 cm entfernt bleibt. Die 
Kufe wird durch zwei Querstangen gehalten, die ihre Berührung 
mit dem Boden des Kastens verhindern, und letzterer ist 
wieder durch vier lange Stützen vom Boden getrennt: auf 
diese Weise ist für eine genügende thermische Isolierung gesorgt. 

Ein Kästchen aus Kupferplatten (с), mit einem durch 
Messingschrauben gut verschließenden Deckel ist dazu be- 
stimmt, das Tier aufzunehmen, und ein kleiner Käfig ver- 
hindert, daß es in direkte Berührung mit dem Boden und 


den Wänden des Kästchens kommt. In letzteres dringen an 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 24 
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den beiden Enden zwei Röhren (d, e) zur Vermittlung der 
Luftzirkulation ein. Auf die Ausgangsröhre (e) folgt ein ca. 
7 m langes gewundenes Rohr aus feinem Messing (ў), das ins 
Wasser des Calorimeters taucht und seinerseits in einen Gummi- 
schlauch (g) übergeht, der aus dem Apparat hinausführt und 
ihn mit einer Wasserstrahlpumpe verbindet. Andererseits ist 
vor der Eintrittsröhre (di ein langes Schlangenrohr (i) ange- 
bracht, das ins Wasser eines weiteren Gefäßes (Г) taucht, das 
in einer zweiten Abteilung der großen Kiste steht, was dazu 
dient, die Temperatur der während des Experimentes in das 
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Fig. 1. Calorimeter (schematische Abbildung). 


Calorimeter eindringenden Luft bekannt und fast konstant zu 
machen. Ein von einem kleinen elektrischen Motor bewegter 
Umrührer (m) hält das Wasser des Calorimeters in fortwähren- 
der Bewegung, dessen Temperatur duf zwei Thermometern (n, о) 
abgelesen wird, die aus der Holzkiste herausragen: eines von 
ihnen ist ein gewöhnliches Thermometer mit Zehntelgraden, das 
andere ist ein Beckmannsches Thermometer. 

Der Apparat befindet sich in einem unterirdischen Raum 
und ist gegen schroffe Temperaturänderungen geschützt. 

Kontrolle und Gebrauch des Calorimeters. Das 
Wasser-Äquivalent der festen Teile des Calorimeters, das 
sich als gleich 5 kg ergab, wurde durch direkte Berechnung 
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und Kontrollproben ermittelt, die ausgeführt wurden, indem in 
das schon im Apparat befindliche Metallkästchen eine bekannte 
Wassermenge von einer genau bestimmten Temperatur rasch 
eingeführt wurde, und zwar mittels einer Vorrichtung, die ich 
der Kürze halber nicht beschreiben will. Das endgültige Ab- 
lesen vom Beckmannschen Thermometer geschah, wenn das 
Temperaturgleichgewicht zwischen dem in das Kästchen ein- 
geführten Wasser und dem des calorimetrischen Gefäßes schon 
eingetreten war. 

Dieselben mit verschiedenem Wasservolumen und bei ver- 
schiedenen Temperaturen wiederholten Proben dienten dazu, 
das gute Funktionieren des Calorimeters zu kontrollieren: die vor- 
gekommenen Fehler waren stets unter 0,1 Calorien, auch wenn 
an Wärmemengen experimentiert wurde, die zwischen 3 und 30 Ca- 
lorien schwankten, welche Grenzen sehr weit von denen entfernt 
sind, die bei den Experimenten an den Tieren erreicht wurden. 

Ich will bemerken, daß in Anbetracht der in dem Calori- 
metergefäß enthaltenen beträchtlichen Wassermenge der größte 
dem Dulongschen Calorimeter zum Vorwurf gemachte Übel- 
stand beseitigt wurde, der in der andauernden Erhöhung der 
Umgebungstemperatur, in der sich das Tier dann befindet, 
besteht, und tatsächlich betrugen die Unterschiede zwischen 
Beginn und Ende eines jeden Experimentes nicht mehr als 
0,2°. Andererseits konnte wegen dieser unbedeutenden Tem- 
peraturerhöhung des Calorimeters der Wärmeverlust des Appa- 
rates ganz unberücksichtigt bleiben, um so eher, als die äußere 
Luft wegen der Verhältnisse des Raumes, in dem sich das 
Calorimeter befand, eine sehr konstante Temperatur beibehielt. 

Vor jedem Experiment wurde die Temperatur des Wassers 
in den beiden Kufen der der Umgebung vollkommen gleich 
gemacht und die Stabilität des Gleichgewichtes wurde ungefähr 
1 Stunde lang kontrolliert. Ferner wollte ich, weil während 
des Experimentes ein Temperaturunterschied zwischen der in 
den Apparat eindringenden und der aus ihm austretenden Luft 
wegen der Erwärmung des Wassers des Calorimeters zu kon- 
statieren war, die auf diese Weise der Messung entgehende 
Wärmemenge berücksichtigen, da ich annähernd das Luftvolu- 
men kannte, das in 1 Stunde das Kästchen durchzog. Diese 


Menge ist jedoch sehr klein, weil die Durchschnittsdifferenz 
24% 
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der beiden Temperaturen sehr nahe ап 0,7° bleibt und die 
spezifische Wärme der Luft sehr niedrig ist. | 

Versuchstiere. Ich bemerkte schon, daß die Unter- 
suchungen zum größten Teil an Kaninchen ausgeführt wurden. 
Viele Autoren sind der Ansicht, daß das Kaninchen sich nicht 
zu calorimetrischen Untersuchungen eignet, weil es scheint, daß 
seine Thermogenese sehr veränderlich oder die Wärmeregulie- 
rung unvollkommen ist. Dieses Urteil beruht auf der Inkon- 
stanz der Temperatur im Rectum und der leichten Abkühlung 
des Tieres infolge der Einwirkung äußerer Ursachen. 

Was die Inkonstanz der Temperatur anbelangt, muß ich 
bemerken, daß, wie sich übrigens aus den in allen folgenden 
Tabellen angeführten Daten ergibt, wenn man die unerläßliche 
Vorsichtsmaßregel trifft, das Thermometer immer sehr tief 
(nicht weniger als 7 cm) ins Rectum einzuführen, diese In- 
konstanz gar nicht zu beobachten ist, und die Grenzen, inner- 
halb welcher die Temperaturen eines und desselben Tieres in 
verschiedenen Stunden schwanken, wie auch die Temperaturen 
verschiedener Tiere, ziemlich enge sind, vorausgesetzt, daß sich 
keine pathologischen Faktoren einmischen. 

Dann wollte ich sehen, ob dieser genügenden Konstanz 
der Temperatur gegenüber eine gleiche Konstanz in der Thermo- 
genese besteht, und ich nahm an einem und demselben Kanin- 
chen zwei calorimetrische Proben in einem Intervall von einigen 
Tagen, aber zur selben Stunde und in gleichem Abstand von 
der Fütterung vor. Wie man aus der nachstehenden Tabelle 
ersieht, ist die Übereinstimmung der Zahlen sehr befriedigend. 


Tabelle І. 










Wärme 
(in großen Calorien) 





Datum und' 
Stunde des 
Experimentes 





Abstand | Temperatur 
Kanin von der lr 


chen 





ausge- 
schiedene 






7. Mai 11% vorm. 






Ha 9% e 8,90 
Ha Dh a} 3,04 
ll.» Dh » 3,00 






Vergleicht man die Daten von verschiedenen calorimetri- 
schen Messungen, die an einem und demselben Kaninchen unter 
normalen Bedingungen ausgeführt wurden, wie sie auf den 
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folgenden Tabellen erscheinen, so kann man ebenfalls die gleiche 
Übereinstimmung der Zahlen wahrnehmen. 

Beträchtlich sind dagegen bisweilen die individuellen Unter- 
schiede der Thermogenese, die zum Teil von den Ernährungs- 
verhältnissen des Tieres abhängen (dahinsiechende Kaninchen 
zeigen eine niedrige Wärmeproduktion); sie können aber keine 
Fehlerquelle bei meinen Experimenten sein, weil die einzelnen 
Vergleiche zwischen Daten, die sich auf ein und dasselbe Tier 
beziehen, angestellt werden. 

Was die leichten Temperaturerniedrigungen der Kaninchen 
anbelangt, habe ich bemerkt, daß sie nicht eintreten, wenn 
die absolute Unbeweglichkeit des Tieres vermieden wird, die 
z. В. eintritt, wenn man es gebunden hält, und die es bisweilen 
aus Furcht beibehält. | 

Andererseits besteht ein bemerkenswerter Vorteil, den man 
bei Verwendung des Kaninchens zu derartigen Untersuchungen 
erzielt, darin, daß es ruhig im Kästchen des Calorimeters bleibt 
und deshalb die durch quantitative Unterschiede in der Be- 
wegung des Tieres bedingten Unterschiede in der Wärmepro- 
duktion sehr gering sind. 

Dasselbe geschieht nicht, wenn man einen Hund oder eine 
Katze verwendet; tatsächlich mußte ich, wenn ich an diesen 
Tieren experimentierte, um vergleichbare Daten zu erhalten, 
die Mittel aus verschiedenen an einem und demselben Tiere 
ausgeführten Bestimmungen zu Hilfe nehmen. 

Experimentelle Methode. Die Methode, mit der die 
Untersuchungen durchgeführt wurden, war die folgende: 

Bei einem und demselben Tiere wurden in einem Intervall 
von 2 bis 3 Tagen zwei Experimente zu derselben Stunde und 
in gleichem Abstand von der Fütterung ausgeführt; beim ersten 
war das Tier ohne Fieber, beim zweiten befand es sich dagegen 
in der Periode des fieberhaften Ansteigens der Temperatur. 

Ehe das Tier in den Apparat gebracht wurde, bestimmte 
ich sein Gewicht und maß seine Temperatur, worauf es in das 
Kästchen eingeschlossen wurde. Letzteres wurde dann in die 
Kufe des Calorimeters getaucht und nach 5 Minuten erfolgte die 
erste Ablesung am Beckmannschen Thermometer. Das Ex- 
periment dauerte 1 bis 2 Stunden und am Ende desselben 
wurde die Temperatur des Tieres wieder gemessen. 
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Die Menge der ausgeschiedenen Wärme wurde direkt durch 
Berechnung der vom Calorimeter absorbierten Wärme gefunden; 
die produzierte erhielt ich aus der ersteren, indem ich die 
Wärmemenge, die der vom Tiere vom Beginn bis zum Ende 
des Experimentes gezeigten Temperaturdifferenz entsprach, alge- 
braisch summierte. Bei dieser Berechnung wurde die mittlere 
spezifische Wärme der tierischen Gewebe gleich 0,8 angesetzt. 
Ferner berücksichtigte ich den Umstand, daß die beiden Mes- 
sungen der Temperatur des Tieres nicht gleichzeitig mit den 
beiden äußersten Ablesungen des Beckmannschen Thermo- 
meters, sondern in einem gewissen Abstand von ihnen (gleich 
7 Minuten für die erste, 3 Minuten für die zweite Ablesung) 
ausgeführt wurden, und um den Fehler zu veringern, betrachtete ich 
die Temperaturveränderung als auf regelmäßig progressive Weise 
eingetreten und reduzierte sie um den entsprechenden Bruchteil 
auf die Zeit von 10 Minuten. Die auf den Tabellen verzeichneten 
thermometrischen Werte sind schon in diesem Sinne korrigiert. 

Ich muß noch einige wenige Worte hinzufügen bezüglich 
der Technik, mit der bei einigen Experimenten gleichzeitig die 
Bestimmung des ausgeatmeten CO, ausgeführt wurde. 

Vermittels einer einfachen Vorrichtung, die ich der Kürze 
halber nicht beschreiben will, wurden in zuerst mit gesättigter 
NaC]-Lösung (25 Liter fassenden) großen Flaschen Proben der aus 
dem Calorimeter austretenden Luft entnommen, und zwar drei- 
mal während des Experimentes, in gleichen Intervallen und 
während einer Gesamtdauer von 10 Minuten. Dann bestimmte 
ich die in diesen Proben enthaltene CO,-Menge und subtrahierte 
von ihr die sehr geringe Menge, die in gleichen Volumen der in 
das Calorimeter eintretenden Luft enthalten war. 

Die erhaltenen Werte wurden dann auf die Zeit von 
1 Stunde und auf 1 kg Gewicht des Tieres bezogen. 


Resultate der Experimente. 
Experimente an Kaninchen. 
I. Reihe: Mit dem Nucleoproteid des Pestbacillus 
hervorgerufenes Fieber. 
Um den Fieberanfall vermittels des Nucleoproteids des 
Pestbacillus hervorzurufen, verwendete ich eine 2°/ ‚ige Sus- 
pension dieses Nucleoproteids in einer 0,5°/ igen Natriumcarbonat- 
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| lösung, indem ich 1 ccm derselben für jedes Kilogramm Ge- 
wicht des Tieres injizierte. Das von mir verwendete Nucleo- 
proteid stammte aus dem Serotherapeutischen Institut zu Bern. 
Die Temperatur des Tieres begann nach 15 bis 20 Minuten zu 
steigen und erreichte in einer Stunde einen stationären Wert, indem 
sie eine Erhöhung von ungefähr 1° zeigte. Das calorimetrische 
Experiment wurde im Abstand von 10 Minuten von der In- 
jektion begonnen und dauerte im allgemeinen 1 Stunde. 
In der folgenden Tabelle II verzeichne ich die Resultate 
dieser Reihe von Experimenten. 


































Tabelle II. 
g S ZE —— Unter Während der 
>a agja ke normalen Wärme- 
Ge- u © RI ааз steigerung 
| ; х 55| Datum und Stunde | 8, — 
Kaninohenwieht $ o | 5р o kp 
2 Eu des Experiments gg am jpro kg |, kg |in 1 Std 
| d 58 Endelin 1 Sta. in 1 Std ' 
«= produz. produz. | Schied 
| kg |Std. Calorien|ogjorien 











| A normal |1,850| 2 | 4.Febr. 11% morgens | 9,5]/89,25| 39,0 | 5,8 5,9 
A fiebernd 216. » IP D 9,5 189,0 | 40,0 47 3,9 
В normal |1,300| 2 5. ж 4b nachm. | 9,6]89,8 | 39,0 | 5,6 5,84 
B fiebernd 2 6 4һ D 9,6 | 89,4 | 40,1 5,6 5,1 
С normal {1,250| 4 | 19. März 11° morgens |12,0 [39,3 | 39,2 | 5,0 5,1 
С fiebernd 4120. „ 11% D 12,0 | 39,3 | 39,9 4,0 3,6 
D normal [1,5001 3 | 19. » 2b nachm. |12,1]89,1 | 391 | 4,9 4,9 
D fiebernd 3 |20. » = „  |121|39.0 | 400 4,3 | 3,5 
Е normal [1,4501 3 | 22. » 10% morgens |11,5 |39,2 | 39,3 | 5,0 4,9 
E fiebernd 3195. m IR e 11,4 | 39,1 е 44 | 86 
В normal [1,3001 2 | 22. » 3 nachm. [11,5 |39,2 | 39,2 | 5,7 5,7 
B fiebernd 2125. » 3h D 11,4 | 39,2 | 39,9 4,11 | 8,55 
Е normal |1,840| 2 | 19. April 11® morgens | 13,3 | 39,4 | 89,1 | 5,6 5,8 
F fiebernd BASE: wa 8 D 13,4 | 39,3 | 40,1 4,11 } 3,47 
G normal ]1,200| 20 | 20. » 3» nachm. |13,4 | 39,5 | 395 | 42 4,2 
G fiebernd 20 | 22. » Ce - 13,4 | 39,5 | 39,9 4,1 3,9 
Н normal | 1,820) 5 | 25. » 9% morgens | 13,6 | 39,2 | 39,0 | 5,0 5,15 | 
Н fiebernd 5 1 28. e gb Е 13,7 |39,3 40,4 3,8 | 8,0 
L normal | 1,200 20 | 7. Маі 9% - 14,0 | 39,1 | 39,1 | 3,0 3,0 
L fiebernd КИЕ. a. си 14,0 | 39,1 | 39,9 28 | 23 
M normal |1,600| 16 | 15. » 5 nachm. [15,0 |89,0 | 39,0 | 4,1 4,1 
M fiebernd 16 | 17. » Dh ~ 15,1139,0 | 39,9 3,5 2,8 


Mittel | 4,90 | 4,96 | 4,13 | 3,43 


Die bei diesen Experimenten erzielten Daten stimmen 
. ziemlich überein. 
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Die während des Anstiegs der Temperatur abgegebene 
Wärmemenge ist beträchtlich geringer als die unter normalen 
Verhältnissen von demselben Tiere zur selben Stunde des Tages 
und in gleichem Abstande von der Fütterung abgegebene. 
Die Differenz variiert bei den verschiedenen Experimenten 
zwischen 0,3 und 2,33 Calorien für 1 kg Tier in 1 Stunde, und 
wenn man sie in Beziehung zum Grade der Temperaturerhöhung 
bringt, sieht man, daß einem Grad Wärmeerhöhung eine Ver- 
minderung der ausgeschiedenen Wärme von 0,75 bis 3,07 Calorien 
entspricht, mit einem Mittel von 1,73 Calorien pro Kilogramm 
und Stunde, wie sich aus der folgenden Tabelle III ergibt: 


Tabelle III. 





Verminderung der pro kg in 1 Std. aus- 


Erhöhung geschiedenen Wärmemenge (in Calorien) 


der 
Temperatur 






Kaninchen einer Temperatur- 


absoluter Wert |erhöhung von 1° ent- 
sprechender Wert 








A 1,0 2,00 2,00 
B 0,7 0,74 1,06 
С 0,6 1,40 2,30 
D 1,0 1,40 1,40 
E 1,0 1,30 1,30 
B 0,7 2,15 3,07 
F 0,8 2,33 2,90 
G 0,4 0,30 0,75 
H 1,1 2,15 1,95 
L 0,8 0,70 0,87 
М 0,9 1,30 1,44 


~- 





KI 


Mittel 1,78 


Es ist jedoch zu bemerken, daß diese Zahlen in bezug auf 
ihre Größe nur einen relativen Wert haben können, weil, ob- 
wohl die experimentellen Bedingungen gleichförm'g waren, es 
möglich ist, daß mit individuellen Verhältnissen der verschie- 
denen Organismen zusammenhängende Ursachen leichte Schwan- 
kungen der Wärmebilanz in den verschiedenen Experimenten 
herbeigeführt haben. 

Wenn sich jedoch ihr quantitativer Wert auch nicht genau 
feststellen läßt, so ist doch festgestellt, daß beim Kaninchen 
während des Fieberanstiegs der Temperatur, der durch das 
Nucleoproteid des Pestbacillus verursacht wird, eine beträcht- 
liche Verminderung der ausgeschiedenen Wärmemenge ange- 
troffen wird. 
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Wenn wir nun dazu übergehen, die produzierte Wärme zu 
betrachten, so bemerken wir, daß sie auch eine Abnahme zeigt: 
bei den angeführten Experimenten erreicht sie nur in einem 
Falle den normalen Wert, während sie in allen anderen Fällen 
niedriger als normaliter ist infolge von Unterschieden, die 
zwischen 1 und 1,59 Calorien variieren und, auf 1° Hyper- 
thermie bezogen, von 0,25 bis 2,27 Calorien, mit einem Mittel 
von 0,98 Calorien für jedes Kilogramm des Tieres in der Zeit 
von einer Stunde schwanken (s. Tabelle IV).- Wird dann dieser 
Wert in Beziehung zu der von Kaninchen unter normalen Be- 
dingungen produzierten mittleren Wärmemenge gebracht, die 
sich aus denselben Experimenten als gleich 4,9 Calorien ergeben 
hat, so sieht man, daß die Wärmeproduktion bei den fiebernden 
Kaninchen eine Erniedrigung um ca. 20°/, erfahren hat. 


Tabelle IV. 





Verminderung der pro kg in 1 Std. 
produzierten Wärmemenge (in Calorien) 





Erhöhung 
der 
Temperatur 


Grad 








Kaninchen einer Temperatur- 


absoluter Wert |erhöhung von 1° ent- 
sprechender Wert 


— 
—— nn —— — --— 












А 1,0 1,10 1,10 
В 0,7 0,00 0,00 
С 0,6 1,00 1,10 
р 1,0 0,60 1,66 
Е 1,0 0,60 0,60 
B 0,7 1,59 2,27 
F 0,8 1,49 1,86 
G 0,4 0,10 0,25 
H 11 1,20 ` 1,09 
L 0,8 0,20 0,25 
M 0,9 0,60 | 0,66 

Mittel 0,98 


Wir können also behaupten, daß bei Kaninchen die vom 
Nucleoproteid des Pestbacillus hervorgerufene fieberhafte Hyper- 
thermie durch eine starke Erniedrigung der Wärmeausscheidung 
verursacht wird. Gleichzeitig erscheint die produzierte Wärme 
ebenfalls als vermindert. 


II. Reihe: Mit dem Toxin des B. coli hervorgerufenes 
Fieber. 

Ich verwendete eine 1 Woche alte Bouillionkultur, die mit 

Toluol sterilisiert war, das dann entfernt wurde, und injizierte 
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davon са. !/, ccm für jedes Kilogramm des Tieres. Die Tem- 
peratur des Tieres begann nach ungefähr 10 Minuten zu steigen 
und erreichte in etwas weniger als !/, Stunde das Maximum; 
dann, nach 2 oder 3 Stunden, sank sie wieder, und zwar bis- 
weilen bis unter den normalen Grad. 

Wie bei der vorausgehenden Reihe von Experimenten 
wurde die calorimetrische Bestimmung in einem Abstand von 
ca. 10 Minuten von der Injektion ausgeführt und 1 Stunde lang 
fortgesetzt. 

Die folgende Tabelle V zeigt die erhaltenen Resultate. 



































Tabelle V. 
SCH — fæ М) — en aan D ee 

S ы аы Temperatu Unter Während der 
> 5 S S | des Tieres normalen Wärme- 

K h B S| Datum und Stunde 2 d Bedingungen | steigerung 

(aninchen Sg 3 БС | к 
ar des Experiments e E Ee pro kg lei ste 
Q, = © in 1 Std. " 
< = - айе 
54. Grad See 











I normal 26. März 3% nachm. 


I fiebernd 26. n» EM я 4,26 
D normal 27. n» 9% morgens 

D fiebernd 27. » gh э 4,0 
I normal 24. e 3b nachm. 4,06 415 

I fiebernd 27. » За n 

H normal 6. Mai 3 n 

H fiebernd 9. » 3b n 

N normal 9. n 11 morgens 

N fiebernd 10. » 11 n 


O normal 
O fiebernd 


11. » ga n 
13. »„ ga n 


Mittel | 8,93 | 3,94 | 4,7 | 3,99 


Bei dieser Reihe von Experimenten ist die vom Tiere 
während der Periode der Temperaturerhöhung produzierte 
Wärmemenge größer als die unter normalen Verhältnissen pro- 
duzierte; nur in einem Falle ist sie der letzteren gleich. Ihre 
auf 1° der Wärmemenge bezogene Zunahme schwankt zwischen 
О und 1,27 Calorien, mit einem Mittel von 0,81 Calorien pro 
Kilogramm und Stunde, wie es die folgende Tabelle (Tabelle VI) 
zeigt. Sie entspricht ungefähr 21°/, der im Durchschnitt von 
den normalen Kaninchen bei denselben Experimenten produ- 
zierten Wärmemenge. 
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Tabelle VL 
a Verminderung der pro kg in 1 Std. u 
— produzierten Wärmemenge (їп Calorien) 
er EE EEN 





Кашпоһеп 





einer Temperatur- 
absoluter Wert | zunahme von 1° ent- 
sprechender Wert 


0,00 
1,27 
0,42 
1,30 
1,09 
0,80 


Mittel 0,81 


Es ist jedoch interessant, festzustellen, ob die Zunahme 
der Wärmeproduktion die von den verschiedenen physiologischen 
Bedingungen abhängenden normalen Schwankungen weit über- 
steigt, um zu sehen, ob sie allein die Ursache der Hyper- 
thermie repräsentieren kann, indem sie die Grenzen der Wärme- 
menge, die das Tier ausscheiden kann, überschreitet. 

Deshalb wollte ich einige Experimente an einem nicht 
fiebernden Kaninchen zu verschiedenen Tagesstunden ausführen, 
mithin in verschiedenen Abständen von der Fütterung, die nur 
beim Beginn der Experimente um 8 Uhr morgens stattfand. 

Das Kaninchen, mit dem die Probe vorgenommen wurde, 
ist das in den vorhergehenden Tabellen mit dem Buchstaben D 
bezeichnete. Hier folgen die erhaltenen Resultate (Tabelle УП): 





Temperatur 








Tabelle VII. 






des Experimentes 









Я 9 bis 10% morgens 5,1 
8. n» 2 п 3» nachmiitt. 4,9 
3. о» 5 n 6% n 3,7 
A n 8» 9b n 3,3 





Dasselbe Kaninchen hatte während der durch das Toxin 
des B. coli bewirkten Wärmesteigerung seine Temperatur von 
38,99 auf 40° erhöht; bei diesen Experimenten war es dagegen 
gelungen, die normale Temperatur von 39,25° bei einer Wärme 
produktion gleich 5,1 Calorien pro Kilogramm und Stunde bei- 
zubehalten. 
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Übrigens zeigt auch das Studium der vorausgehenden Tabellen, 
daß normale Kaninchen, die vor wenigen Stunden gefressen 
haben, eine Wärmemenge produzieren, die im Durchschnitt die 
von fiebernden, aber seit mehreren Stunden hungernden Kanin- 
chen produzierte Wärme weit übertrifft. 

Andererseits kann man sich leicht denken, daß bei der 
Muskelermüdung die produzierte Wärmemenge die vorhin er- 
wähnten Zahlen weit übersteigen muß, wie übrigens die Unter- 
suchungen über den Stoffwechsel bei ermüdeten Tieren be- 
weisen. 

Die Zunahme der Wärmeproduktion bei den oben erwähn- 
ten Experimenten kann also nicht den wichtigsten Faktor der 
Temperatursteigerung repräsentieren. 

Gehen wir nun dazu über, die Wärmeausscheidung bei 
dieser zweiten Reihe von Experimenten zu studieren. 

Sie erweist sich im Durchschnitt größer als unter normą- 
len Bedingungen, zeigte sich aber in den einzelnen Experimen- 
ten einmal gleich der normalen Menge und zweimal geringer 
als letztere, indem sie in paralleler Weise den Schwankungen 
der produzierten Wärme folgte, so daß, wenn die Erhöhung 
der Wärmeproduktion so gering ist, daß sie nicht der Tempe- 
ratursteigerung des Tieres entspricht, die Ausscheidung unter 
die Norm sinkt. Ihr Wert hängt also genau von dem der 
Wärmeproduktion ab, und da aus diesem Grunde ihre Ab- 
weichungen vom normalen Werte nicht alle in einem und dem- 
selben Sinne eintreten, kann es nicht von Nutzen sein, wenn 
man diese Abweichungen in Beziehung zum Grade der Tempe- 
raturerhöhung bringt, wie es hingegen bei der ersten Reihe 
von Experimenten geschehen ist. 


III. Reihe: Mit dem Toxin des Streptokokkus hervor- 
gerufenes Fieber. 

Bei dieser Reihe von Experimenten verwendete ich 
1 Woche alte Bouillonkulturen des Streptokokkus, die mit 
Toluol sterilisiert waren; ich injizierte ca. 1/, cem für jedes 
Kilogramm des Tieres. 

Die Temperatur des Tieres begann ungefähr nach ?/, Stunde 
zu steigen und erreichte in ein paar Stunden das Maximum, 
worauf sie sich lange Zeit unverändert erhielt. 
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Das Experiment wurde 20 Min. nach der Injektion be- 
gonnen und dauerte 1 bis 2 Stunden. 

Die Resultate dieser Reihe von Experimenten sind. in 
Tabelle VIII verzeichnet. Sie zeigen im allgemeinen eine 
Erhöhung der Wärmeproduktion, während die Ausscheidung 
je nach dem Grade dieser Erhöhung, größer als ihr Normal- 
wert, ihm gleich oder geringer wird, indem sie im Durchschnitt 
eine leichte Abnahme zeigt. 


Tabelle VIII. 


| 
| 
| 
| 
| 
! 
| 
| 
| 














































а l 
о а 8 5 [Temperatur Unter Während der 
> 2 S : normalen Wärme- 
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— z 3 Datum und Stunde ©, 2 1— — ST DK reet 
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G normal 39,2 | 89,3 | 4,20 

С fiebernd d „ 10% D 89, 2 39,9 4,20 | 3,64 
Е normal |1,900! 24 | 20. » 3b nachm. ` 39,0 

F fiebernd 28. n 38 e 39,7 3,70 | 3,14 
І, normal | 1,200 13 | 21. Oh morgens 39,2 

L fiebernd 24. 9" D 39,1 | 39,8 4,56 | 4,00 
М normal |1,600) 24 | 21. 4% nachm. 39,2 3,20 

M fiebernd 24. dh e 39,8 40,0 3,86 | 3,30 
Н normal | 1,800| 18 | 22. » 10% morgens 39,2 | 39,1] 3,40 | 3,32 

H fiebernd 25. 40,1 4,22 | 3,50 
N normal ]1,400| 16 | 23. 39,2] 4,00 | 3,92 

N fiebernd 26. 40, 0 4,10 | 3,36 


Mittel | 3,66 | 3,61 | 4,10 | 3,49 


"Tabelle IX. 






Zunahme der pro kg in 1 Stunde pro- 
duzierten Wärmemenge (in Calorien) 


Zunahme 
der 
Temperatur 









Kaninchen einer Temperatur- 


erhöhung von 1 Grad 
entsprechender Wert 


absoluter Wert 





e e — — — — — ———————. 





G 0,7 0,0 | 0,0 

F 0,7 0,70 1,00 
L 0,7 0,38 0,54 
M 0,7 0,66 0,94 
H 0,9 0,82 0,91 
N 0,8 0,10 0,92 


Mittel | 0,58 


382 E. Porcelli-Titone: 


Die auf 1 Grad Temperatursteigerung des Tieres bezogene 
Zunahme der Wärmeproduktion variiert zwischen О und 0,94 
Calorien und beträgt im Durchschnitt 0,58 Calorien, wie 
Tabelle IX zeigt, was gleichwertig mit 16°/, der normalen 
Menge der produzierten Wärme ist. 


IV. Reihe: Mit dem Nucleoproteid des Streptokokkus 
hervorgerufenes Fieber. 


Bei diesen Experimenten verwendete ich eine 2°/ ‚ige 
Suspension des Streptokokkus-Nucleoproteids in einer 0,5°/,igen 
Natriumcarbonatlösung und injiziertte pro Kilogramm des 
Tieres ca. 1 ccm. 

Das auf diese Weise erhaltene Fieber war von höherem 
Grade als das bei den Experimenten der anderen Reihe vor- 
handene: es begann ungefähr 15 Minuten nach der Injektion, 
hatte eine Anstiegsperiode von ca. 2stündiger Dauer und be- 
hielt lange (auch länger als einen Tag) die stationäre Periode bei. 

Jede calorimetrische Bestimmung wurde 10 Minuten nach 
der Injektion begonnen und dauerte 1'/, oder 2 Stunden. 

Auf der folgenden Tabelle X bringe ich die erhaltenen 
Resultate. 






















бы 58 Während der 
> Б 5 5 Temperatur- 
о 5 igerung 
GG Datum und Stunde Jee © gungen y. кешеги. 
Kaninchen E DI da S g — | pro Kg | „ro ke | Pro Кё 
Ф х : 5 
Eip P 58 in 1804 18 184410 зед in 1Std. 


rad | njCalorien Calorien 


е! 









— — 





О normal [1,500 | 14 | 28. Mai 9% morgens |15,7 | 39,4 | 39,4 | 3,40 | 8,40 
O fiebernd 14 | 30. » 9b n 15,7 | 39,4 | 40,3 8,30 | 2,60 
I normal |1,520 | 24 | 28. n 3b nachm. [15,8 139,2 |39,2 | 3,70 | 3,70 
I fiebernd 24 | 30. n 3B "e 15,8 | 39,3 |40,6 3,50 | 2,46 
L normal |1,200 | 15 | 1.Juni 10 morgens | 15,9 | 39,2 | 39,2 | 4,00 | 4,00 
L fiebornd 15 | 3. » 10% n 15,9 | 39,2 | 40,5 S 8,90 | 286 
М normal [1,600| 24 | 1. „ 2b nachm. |16,0]898 |391 | 3,30 | 3,46 
M fiebernd 24| 3} n 2 py 16,0 | 39,3 | 40,8 3,10 | 1,90 
Q normal [1,400 | 16 | 25. » 9% morgens |17,7 | 39,3 |39,3 | 3,35 | 3,35 
Q fiebernd 16 | 27. n 9% n 17,81 39,7 | 40,6 8,29 | 2,57 
R normal [1,000 4 | 25. „ 12% mittags |17,7139,2 |39,4 | 5,00 | 4,84 
R fiebernd 4127. n 12 o 17,8 | 39,6 [40,9 4,60 | 3,56 


Mittel | 3,79 | 3,79 | 3,61 | 2,65 
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In ähnlicher Weise, wie wir es bei den Experimenten über 
das durch das Nucleoproteid des Pestbacillus erregte Fieber 
gesehen haben, erscheint die Wärmeproduktion während der 
Temperaturerhöhung auch hier geringer als ihr normaler Wert, 
wenn auch der Unterschied ein sehr kleiner ist; sie entspricht 
nämlich im Durchschnitt 0,18 Calorien und ihr Mittelwert, auf 
1° der Temperaturerhöhung bezogen, ist gleich 0,125 Ca- 
lorien, indem er zwischen 0,05 und 0,23 schwankt, wie es 
Tabelle XI zeigt. Dieser Wert entspricht ungefähr 3°/, der 
mittleren normalen Menge der produzierten Wärme. 


Tabelle XI. 


Verminderung der pro kg in 1 Stunde 
Zunahme produzierten Wärmemenge (in Calorien) 








Kaninchen 


Temperatur einer Temperaturer- 
absoluter Wert höhung von 1° ent- 
sprechender Wert 





Mittel 0,125 


Es ist natürlich, daß, wenn die Thermogenese vermindert 
ist, während die Temperatur steigt, die Wärmeausscheidung 
sich in höherem Grade vermindert zeigen muß, und in der Tat 
ist sie im Durchschnitt um 1,11 Calorien vermindert, welcher 
Wert auf 1° der Temperaturerhöhung bezogen, 0,94 Calorien 
entspricht, wie man aus der Tabelle XII ersieht. 


Tabelle XII. 


Verminderung der pro kg in 1 Stunde aus- 
Zunahme geschiedenen Wärmemenge (in Calorien) 





en der 

Kaninchen Temperatur einer Temperaturer- 
absoluter Wert höhung von 1° ent- 
Grad sprechender Wert 

О 0,80 0,90 

I 1,24 0,95 

L 1,14 0,88 

M 1,56 1,04 

Q 0,78 0,87 

R 0,98 


[3 
DD 
со 








Mittel 0,94 
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(Die mit Stern bezeichneten Werte unterscheiden sich von 
den entsprechenden der Tabelle XI, weil, während es mir in- 
folge der Verminderung der produzierten Wärme als zweck- 
mäßig erschien, die Zahlen auf den Wert der Temperatur- 
erhöhung über den normalen Temperaturwert zu beziehen, 
hinsichtlich der Verminderung der ausgeschiedenen Wärme 
dagegen, die Zahlen auf die Temperaturerhöhung bezogen 
werden müssen, die nur während des calorimetrischen Experi- 
mentes eingetreten ist.) 

Es ist also klar, daß die durch das Nucleoproteid des 
Streptokokkus verursachte Fieberhyperthermie mittels einer 
Erniedrigung der Wärmeausscheidung hervorgerufen wird. Die 
Wärmeproduktion zeigt sich indessen leicht vermindert. 


V.Reihe: Mit dem Nucleproteid des Typhusbacillus 
hervorgerufenes Fieber. 


Auch von dem Nucleoproteid des Typhusbacillus verwendete 
ich eine 2°/ „ige Suspension in 0,5°/,iger Natriumcarbonatlösung 
und injizierte davon ca. 1 ccm für jedes Kilogramm des Tieres. 

Das Fieber begann ungefähr nach !/, Stunde zu erscheinen 
und erreichte in 11/„ Stunde den Höhepunkt; bisweilen war es 
von Diarrhöe begleitet, und aus diesem Grunde wurden einige 
Experimente ausgeschlossen. Die stationäre Fieberperiode dauerte 
mehrere Stunden. Das 20 Minuten nach der Injektion be- 
gonnene Experiment dauerte 1 Stunde. 
| Wie Tabelle XIII zeigt, erwies sich während der Periode 
der Wärmesteigerung die Menge der produzierten Wärme als 
konstant, und zwar in beträchtlichem Grade, höher als die 
Norm; diese Zunahme war nämlich im Durchschnitt gleich 
1,3 Calorien pro Kilogramm und Stunde und ist, auf 1° Tem- 
peraturerhöhung bezogen, gleich 1,51 Calorien, wie Tabelle XIV 
es zeigt. Sie entspricht 42°/, der bei denselben Experimenten 
erhaltenen normalen Wärmeproduktion. 

Obwohl die Zunahme der Thermogenese beträchtlich ist, 
läßt sich auch hier wiederholen, was hinsichtlich des vom 
Toxin des B. coli verursachten Fiebers gesagt wurde, nämlich 
daß unter physiologischen Bedingungen auch etwas höhere 
Wärmeproduktionen nicht imstande sind, die Temperatur des 
Tieres zu erhöhen. Ferner scheint es mir ratsam, darauf hin- 


S "ee 
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zuweisen, daß zufälligerweise die größte Temperatursteigerung 
bei diesen Experimenten eintrat, als die relative Erhöhung 
der Wärmeproduktion einen minimalen Wert (1,18 — Kanin- 
chen J) zeigte, wohingegen beim höchsten Wert der Wärme- 
überproduktion (2,3 — Kaninchen S) die Temperatur weniger 
anstieg. 


Tabelle ХПІ. 
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N normal |1,400 20 9. Juni 9% morgens 39,2 | 39,2 

N fiebernd | 20 12. » 9 ~ 39,3 | 40,0 4,36 | 3,8 
О normal |1,500) 6 10. » 2 nachm. 39,1 | 39,1 

О fiebernd | 6 18. n Oh ” 39,2 | 40,2 5,4 4,6 
I normal |1,470| 24 12. n»n 3 ” 39,0 | 39,0 | 

I fiebernd HI Чё» Ж 5 39,1 | 40,2 50 | 41 
М normal |1, 540! 22 l4. » AN r 38,9 | 38,9 

M fiebernd 22 18. n 4% 39,1 | 40,0 4,9 4,18 
Q normal Ka 18. » 10è morgens 39,2 | 89,8 

Q fiebernd | 20. » 10% D 39,2 | 39,9 42 3,64 
S normal 1,340 16 28. „ 10% n 39,0 39,0 

8 fiebernd 16| 30. „1® „ 39.2 | 40.0 5,14 | 45 











Mittel 


Tabelle XIV. 


4,83 | 4,14 





Zunahme der pro kg in 1 Stunde pro- Ё 
duzierten Wärmemenge (їп Calorien) 







1° Temperatur- 
erhöhung entsprechen- 
r Wert 


absoluter Wert 





Mittel 1,51 


Im Vergleich mit dem Übermaß an Wärmeproduktion, 
das bei diesen Experimenten stets den der Temperatursteigerung 


entsprechenden Wert übersteigt, beobachtet man eine Zunahme 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 25 
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der ausgeschiedenen Wärmemenge. Diese Zunahme entspricht 
im Durchschnitt 0,62 Calorien und ergibt sich, auf 1° Tem- 
peraturerhöhung bezogen, als gleich 0,73 Calorien, wie man aus 
Tabelle XV ersieht. 

















Tabelle XV. 
Zunahme der pro kg in 1 Stunde aus- 
une geschiedenen Wärmemenge (in Calorien) 
— er 

Kaninchen Temperatur | auf 1° Temperatur- 
absoluter Wert erhöhung bezogener 

Grad | Wert 

N 0,7 0,4 0,57 

O 1,0 0,6 0,60 

I 1,1 0,4 0,86 

М 0,9 0,68 0,75 

Q 0,7 0,42 0,60 

8 0,8 1,2 | 1,50 

Mittel 0,73 


VI. Reihe: Mit Diphtherietoxin hervorgerufenes 
Fieber. 


Ich verwendete Diphtherietoxin, das von dem serothera- 
peutischen Institut zu Mailand hergestellt worden war: ich 
injizierte in eine Оһгуепе eine etwas geringere Menge als die 
kleinste tödliche Dosis. Das Fieber begann nach ungefähr 
1/, Stunde oder 1 Stunde und erreichte ein Maximum in einer 
von 1 bis 3 Stunden veränderlichen Zeit, worauf die Tempera- 
tur sich ?/, Tag hindurch und bisweilen viel länger beinahe 
konstant erhielt. In einigen Fällen traf ich jedoch in der Folge 
eine merkliche Hypothermie an. 

Die ungefähr ?/, Stunde nach der Injektion begonnenen 
Experimente wurden 1!/, Stunde lang durchgeführt. Ihre 
Resultate sind in Tabelle XVI zusammengestellt. 

Bei diesen Experimenten zeigt sich die Wärmeproduktion 
während der Periode der Wärmesteigerung im Durchschnitt 
erhöht, aber ihre Zunahme ist so geringfügig (0,07 Calorien) 
und außerdem bei den einzelnen Experimenten so inkonstant, 
daß die Annahme richtiger erscheint, daß bei dem durch das 
Diphtherietoxin beim Kaninchen hervorgerufenen Fieber im An- 
fang keine Wärmeüberproduktion vorhanden ist. 
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Tabelle XVI. 















Während der 





















S 2 ® ы t 
> Б 5 5 — normalen Wärme- 
— Ge la S| Datum und Stunde [2 $ a шшщ 
Kaninchen |wicht! & :5 Gr + pro kg pro kg 
am des Experiments SE К Lë sta. | pro kg |186. 
DD, ES % N ausge- in 1Std. ausge- 
<o schied | produz.} schied 
Grad Grad Calor ien Calorien Calorien  „jorien 
I normal 11,500) 22 | 22. Juni 4% nachm. [17,6 39,3 39,31 3,7 3,7 
I fiebernd 22| 25. „ @ n 17,8 | 39,4 | 40,2 3,8 3,16 
M normal [1,600 24] 27. n bh a 17,8] 39,2 | 39,1 | 3,45 | 3,53 en 
M fiebernd 24 I 30. n 2 » 17,9| 39,3 | 40,0 3,4 2,84 
O normal | 1,500 5] 27. n ® n 17,8 | 39,1 | 39,21 4,1 4,02 
О fiebernd 51 2. n Ah e 17,81 39,0 | 40,0 4,25 ! 3,49 
Р normal [1,500| 14 4. Juli 8% morgens | 17,9 | 39,2 | 39,2 | 4,0 4,0 * 
Р fiebernd 14 6. n 8% n 17,9 | 39,3 | 40,1 4,3 3,66 
Т normal [1,3001 15 | 4. n 10 s» 17,9 | 39,0 / 39,0 | 42 | 42 f 
T fiebernd | 15 6. n LO n 17,91 39,3 | 40,2 4,05 | 3,33} 








Mittel | 3,89 | 3,89 | 3,96 | 3,29 


Infolgedessen wird die Temperaturerhöhung vermittels einer 
Verminderung der ausgeschiedenen Wärmemenge bewirkt. Diese 
Verminderung wird also einen Mittelwert haben, der gleich 
einem jeden Grad der Temperaturerhöhung ist, oder denselben - 
Wert, wie die mittlere spezifische Wärme der tierischen Ge- 
webe, wie er bei diesen Berechnungen aufgestellt worden ist. 


VII. Reihe: Hyperthermie nach Injektion von 
NaCl-Lösung. 

Nach den Angaben von Freund!), der die Hyperthermie 
nach NaCl-Injektionen bei Kaninchen experimentell untersucht 
hat, erregte ich die Hyperthermie mittels intravenöser Injek- 
tionen einer 0,85°/,igen Lösung dieses Salzes in einer Menge 
von 20 ccm für jedes Kilogramm Gewicht. Ich erhielt Tempe- 
raturerhöhungen, die 20 bis 30 Minuten nach der Injektion 
begannen und um 1° herum schwankten, indem sie ihr Ma- 
ximum in ungefähr 2 Stunden erreichten. 

Die Experimente wurden in einem Abstand von zirka 
20 Minuten vor der Injektion begonnen und 1 Stunde oder 
1!/, Stunden lang durchgeführt. Ihre Resultate, die in Ta- 


1) Freund, Über das Kochsalzfieber. Arch. f. experim. Pathol. u. 
Pharmakol. 65, 225, 1911. 
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belle XVII zusammengestellt sind, zeigen, daß während der 
Temperaturerhöhung die vom Tier produzierte Wärmemenge kon- 
stant erhöht war. Die Zunahme, die im Mittel 0,86 Calorien 
pro Kilogramm in 1 Stunde betrug, erweist sich, auf 1° Hyper- 
thermie bezogen, als gleich 0,97 Calorien, wie sich aus Ta- 
belle XVIII ergibt, und ist gleichwertig ungefähr 26°/, der 
mittleren Wärmemenge, die bei diesen Experimenten von den- 
selben Kaninchen unter normalen Verhältnissen produziert wurde. 


Tabelle XVII. 
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28. Juni 2b nachm. 








T normal 

Т fiobernd L Juli 2 e 

U norınal 29. Juni 9% morgens 
U fiebern 1. Juli Op n 

V normal 29. Juni Oh nachm. 
V fiebernd 2. Juli Æ e 

L normal 30. Juni 12b mittags 
L fiebernd 2. Juli 1% e 

P normal 30. Juni 4® nachm. 
P fiebernd 3. Juli & pn 

N normal 3. Juli 9% morgens 
N fiebornd 5. Juli 9% n 39,8 4,16 | 3,80 


Mittel | 3,72 | 3,74 | 4,58 | 3,96 


Tabelle ХУШ. 





Zunahme der pro kg in 1 Stunde pro- К 






— duzierten Wärmemenge (in Calorien) 
А ег —— — 
Kaninchen Temperatur auf 1° Temperatur- 


absoluter Wert | erhöhung bezogener 
Wert 


— - — — 


0,70 1,00 
0,56 0,70 
0,80 1,14 
1,12 1,24 
0,92 1,15 
0,36 0,60 


Mittel 0,97 
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Die Menge der ausgeschiedenen Wärme zeigt sich eben- 
falls im allgemeinen erhöht; da aber in einigen Fällen der 
Überschuß der Produktion den der Temperaturerhöhung ent- 
sprechenden Wert nicht übersteigt, bleibt sie alsdann in den 
normalen Grenzen oder sinkt auch ein wenig, analog dem, was 
wir bei den Experimenten mit den Toxinen des B. coli, des 
Streptokokkus und des Diphtheriebacillus eintreten sahen. 


Bestimmung der CO, während des Temperaturanstiegs. 


Wie ich am Anfang der Arbeit bemerkte, wollte ich, um 
eine Kontrolle über die direkten calorimetrischen Daten aus- 
zuüben, in einer bestimmten Zahl von Experimenten die Menge 
der gleichzeitig von dem Tiere ausgeschiedenen CO, be- 
stimmen. 

Diese Bestimmung wurde in 20 Experimenten ausgeführt, 
10 davon an normalen Kaninchen und 10 an denselben Kanin- 
chen, bei denen ich mittels der Toxine des B. coli und der 
Nucleoproteide des Streptokokkus, des Pest- und des Typhus- 
bacillus Fieber hervorgerufen hatte. 


Tabelle XIX. 


Unter normalen Bedin- 













gungen anstiegs 
a ZUG у an тастери 38 
pro kg ів руд aus- Cer Ca-| Fieberorreger |pro kg inff Status- 
. ES geschied lorie ar 1 Std. pro 
duzierte | o. _|[sprechen- 
Calorien | e de CO, 








1,16 0,232 











0 | Nucleoproteid 3,8 0,88 
3,0 0,70 0,233 РА 2,8 0,64 
41 | 0,95 | 0231 d. Pestbacillus 25 | oa 

| Mittel | 0,232 | Mittel 
4,2 0,98 0,234 5,5 1,25 | 
so | 000 | 0280 | To de 5,1 Lu | 
30 | 070 | 0233 В. coli 34 | 078 | 
| Mittel | 0,233 | Mittel | 
3,7 | 0,85 0,229 | Nucleoprot. d. { 3,5 | 0,80 | 
5,0 | 1,17 0,234 Streptokokkus 46 | 1,06 
| Mittel | 0,2315 | Mittel 
3,3 0,77 0,234 Nucleoprot. d. 4,2 0,97 | 
3,8 0,75 0,238 Typhusbacillust 5,14 1:18: 
Mittel | 0,2335 Mittel 





Gesamtmittel | 0,232 Gesamtmittel | 


Während des Temperatur- 


lorie ent- 





0,230 
0,228 


| —0,229 


0,230 
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Diese Experimente sind, was ihre calorimetrischen Daten 
betrifft, schon in den vorausgehenden Tabellen angeführt 
worden. Die Tabelle XIX zeigt die Resultate dieser CO,- 
Bestimmungen im Vergleich mit denen der calorimetrischen 
Messungen. 

Die Resultate der CO,-Bestimmungen stimmen in voll- 
kommener Weise mit denen der calorimetrischen Bestimmungen 
überein. Nur bemerkt man, daß im allgemeinen bei den fiebern- 
den Tieren die einer Calorie entsprechende CO,-Menge etwas 
geringer erscheint als bei den normalen Tieren. Dies würde 
den Erniedrigungen des respiratorischen Quotienten entsprechen, 
die man in Fieberzuständen beobachtet. 

Da diese Bestimmungen nur zum Zwecke einer Kontrolle 
der direkten calorimetrischen Daten ausgeführt wurden, hielt 
ich es einstweilen nicht für nötig, sie weiter auszudehnen oder 
ihnen weitere Untersuchungen über den Stoffwechsel hinzu- 
zufügen. 


Experimente am Hunde. 


Ich bemerkte schon, daß ich, um festzustellen, ob die 
durch einen Fiebererreger verursachten Modifikationen des Wärme- 
haushalts je nach der Tierart, auf die er einwirkt, variieren, 
einige calorimetrische Bestimmungen bei einem Hunde und 
einer Katze ausgeführt habe. 

Wegen der Dimensionen des Calorimeters wählte ich einen 
kleinen Hund von 2 kg Gewicht, und da am normalen Tiere 
ausgeführte aufeinanderfolgende calorimetrische Bestimmungen 
etwas verschiedene Resultate ergaben — wahrscheinlich weil 
das Tier während des Experiments größere oder geringere Be- 
wegungen machte —, wollte ich eine Reihe von vier Bestim- 
mungen unter normalen Bedingungen ausführen, um so die 
Bedeutung der während des Anfangsstadiums der Fieberanfälle 
erhaltenen Daten besser abschätzen zu können. Das Fieber 
wurde hervorgerufen durch intravenöse Injektionen (in eine 
Ohrvene) von Nucleoproteiden des Pestbacillus und des Strepto- 
kokkus in derselben Dosis, wie ich sie bei Kaninchen ver- 
wendete. Die Tabellen XX und XXI zeigen die Resultate, die 
ich beim Hunde unter normalen Bedingungen erhielt, bzw. die 
beim Beginn der Fieberanfälle erhaltenen. 
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Alle calorimetrischen Bestimmungen wurden 12 Stunden 
nach der letzten Fütterung vorgenommen, und letztere war 
ihrer Quantität und Qualität nach stets die gleiche. 


Tabelle XX. 
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des — — — produ- aus- 
Experiments anfangs | ат Ende| zierte | geschied. 
Grad Grad 







24. Juni 8® morgens 
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Mittel 441 | 4,46 
Tabelle XXI. 
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Nucleo- 2. Juli 85 


proteid des 
Streptokokk. 


Während der Wärmeerhöhung infolge Einwirkung des 
Nucleoproteids des Pestbacillus scheint die Wärmeproduktion 
also etwas gesteigert zu sein: Der Wert dieser Steigerung läßt 
sich in Anbetracht der Verschiedenheit der am normalen 
Tiere erhaltenen experimentellen Daten nicht mit genügender 
Genauigkeit feststellen; man kann jedoch sagen, daß er wahr- 
scheinlich zwischen 0,3 und 0,7 liegen muß; diese Zahlen 
repräsentieren die Unterschiede zwischen der vom fiebernden 
Tiere produzierten Wärmemenge und den äußersten Werten 
der Wärmeproduktion, die unter normalen Verhältnissen an- 
getroffen wurde. 

Diese Zunahme der Thermogenese reicht trotzdem nicht 
hin, um die ganze Temperaturerhöhung zu ergeben; deshalb 
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bemerkt man eine sichere Abnahme der ausgeschiedenen Wärme- 
menge. 

Bei dem Experiment mit dem Nucleoproteid des Strepto- 
kokkus bemerkt man dagegen eine viel stärkere Zunahme der 
produzierten Wärmemenge. Diese Zunahme hat einen Wert, 
der wahrscheinlich zwischen 1,16 und 1,56 Calorien pro Kilo- 
gramm in 1 Stunde liegt und die der Temperaturerhöhung 
des Tieres entsprechende Wärmemenge übertrifft. 

Daraus folgt also, daß auch die Wärmeausscheidung sich 
vergrößert zeigt um einen Wert, der zwischen 0,2 und 0,55 
Calorien pro Kilogramm und pro Stunde liegt. 


Experimente an der Katze. 


Bei diesen Experimenten befolgte ich dieselbe Methode, 
wie sie vorher angegeben wurde. Das Fieber wurde vermittels 
des Nucleoproteids des Pestbacillus und des B. coli erregt. 

Tabelle XXII zeigt die unter normalen Bedingungen er- 
haltenen Resultate, Tabelle XXIII diejenigen, die ich erhielt, 
als das Tier Fieber hatte. | 

Alle Experimente wurden 24 Stunden nach der letzten 
Fütterung ausgeführt; das Gewicht des Tieres betrug 1,900 kg. 


Tabelle XXII. 









Um- 
Datum und Stunde | gebungs- 


des tempe- 
Experiments 


Temperatur des |Pro kg in/Pro kg in 
Tieres 1 Std. 1 Std. 







6 

A n Bb y 7 7,85 
9. n B p 7 
ll. n D „» 7 

Mittel 7,25 | 7,82 


Beim Experiment mit dem Pestnucleoproteid ist die 
während der Temperaturerhöhung produzierte Wärmemenge 
geringer als der Mittelwert der unter normalen Verhältnissen 
produzierten; deshalb ist es wahrscheinlich, daß tatsächlich die 
Wärmeproduktion vermindert ist. Die Wärmeausscheidung ist 
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jedoch gewiß vermindert und der Wert dieser Verminderung 
liegt wahrscheinlich zwischen 0,34 und 1,39 Calorien pro Kilo 
gramm und pro Stunde. 


Tabelle XXIII. 
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Nucleo- 7. Mai 5® nachm. 14 
proteid des 
Pestbacillus 
Toxin des 18. „ 5% ” 14 
В. coli 


Es unterliegt also keinem Zweifel, daß in diesem Falle 
die Hyperthermie vermittels einer Erniedrigung der ausgeschie- 
denen Wärmemenge hervorgebracht wird. 

Bei dem Experiment mit dem Toxin des B. coli ist die 
vom Tiere produzierte Wärme größer als das normale Mittel; 
der Wert dieser Differenz liegt jedoch zwischen О und 0,9 Calo- 
rien: die Zunahme ist also wahrscheinlich, aber sie ist nicht 
ganz sicher erwiesen. 

Die ausgeschiedene Wärme ist jedoch geringer als ihr 
Mittelwert bei den Experimenten am nicht fiebernden Tier. 
Es scheint deshalb wahrscheinlich, daß in diesem Falle die 
Änderungen der Wärmebilanz in einer Zunahme der Wärme- 
produktion und in einer gleichzeitigen Erniedrigung der Aus- 
scheidung bestehen. 


Sehen wir nun, welche Schlußfolgerungen die ver- 
schiedenen Reihen von Experimenten, über die ich berichtet 
habe, gestatten, und vergleichen wir vor allem die beim 
Kaninchen vermittels der verschiedenen Fiebererreger erhal- 
tenen Resultate. 

Was das Verhalten der Wärmeentstehung anbelangt, во 
halte ich es für nützlich, die von jeder Reihe von Bestim- 
mungen gelieferten Durchschnittsdaten zu einer Tabelle zu- 
sammenzufassen, die ihre Vergleichung erleichtert (Tab. XXIV). 
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Tabelle XXIV. 
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kokkus } do. | 
Diphtherietoxin.. . | fast keine | 
Veränderung 





| Nucleoproteid des ) Ver- 
Streptokokkus minderung 


Nucleoproteid des } 
Pestbacillus 





do. 


Was man vor allem aus diesen Daten ersieht, ist, daß 
die verschiedenen Fiebererreger auf die Wärmeentstehung einen 
verschiedenen Einfluß ausüben: so wurde, während mit dem 
Nucleoproteid des Typhusbacillus eine Zunahme der Wärme- 
produktion gleich 42°/, eintrat, mit dem Nucleoproteid des 
Pestbacillus eine Verminderung um 20°/, angetroffen. Die 
Modifikationen variieren qualitativ und quantitativ, so daß 
es, wie Tabelle XXIV zeigt, möglich ist, eine stufenweise 
Reihe von Modifikationen zu bilden, die durch den Umstand 
vervollständigt wird, daß, während einige Fieber erregenden 
Stoffe eine Zunahme und andere eine Verminderung der Ther- 
mogenese ergeben, es andere gibt, die, wie das Diphtherietoxin 
(beim Kaninchen) die Wärmeproduktion unverändert lassen. 
Es ist von Nutzen zu wiederholen, daß dies die Anstiegsperiode 
betrifft. 

Bemerken muß ich noch, daß, während ich mit den 
gegenwärtigen Experimenten beschäftigt war, in der Zeitschr. 
f. experim. Pathol. u. Therap. eine Arbeit von R. Hirsch?) 
erschienen ist, aus der hervorgeht, daß im Trypanosomiasisfieber 


1) Hirsch, Trypanosomen-Wärmestich-Anaphylatoxinfieber beim 
Kaninchen. Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Therap. 18, 132, 1913. 
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beim Kaninchen Zunahme der Wärmeproduktion eintritt: eine 
Zunahme geringeren Grades tritt im Fieber nach Punktur des 
4. Ventrikels (Wärmestich) ein und man bemerkt dagegen Ver- 
minderung im Anaphylatoxinfieber. Dies stimmt mit den Re- 
sultaten meiner Untersuchungen überein. Allerdings glaubt der 
Autor, er könne allen von infektiösen Erregern hervorgerufenen 
Fiebern eine gleiche Veränderung der Wärınebilanz zuschreiben, 
indem er die mit der Trypanosomainfektion erhaltenen Resultate 
verallgemeinert: diese Ansicht wird durch meine Untersuchungen 
in Zweifel gezogen, bei denen mit verschiedenen Stoffen bak- 
teriellen Ursprungs verschiedene Änderungen des Wärmehaus- 
haltes herbeigeführt wurden. 

-In dieser Hinsicht bemerke ich noch, daß sich aus meinen 
Experimenten ergibt, daß das Verhalten der Wärmebilanz nicht 
zur Unterscheidung der pathologischen Hyperthermien in fieber- 
hafte und nichtfieberhafte verwendet werden kann. 

Was den Mechanismus betrifft, mittels dessen die Tenı- 
peratur steigt, so ist ев klar, daß in den Fällen, in denen die 
Thermogenese vermindert ist oder ihren normalen Wert bei- 
behält, die ganze Bedeutung der verminderten Wärmeausschei- 
dung zukommt; aufmerksamer sind dagegen die Fälle zu be- 
trachten, in denen die Wärmeproduktion erhöht ist, um fest- 
zustellen, welcher Wert ihr bei der Hervorrufung der Hyper- 
thermie zuerkannt werden muß. 

Vor allem muß bemerkt werden, daß nicht immer, wenn die 
Thermogenese gesteigert ist, ihre Zunahme der Temperatur- 
erhöhung entspricht: da wir wissen, daß die spezifische Wärme 
der tierischen Gewebe als gleich 0,8 angesetzt worden ist, ergibt 
sich aus Tabelle XXIV, daß bei dem durch das Streptokokken- 
toxin erregten Fieber die auf 1° Hyperthermie bezogene Zu- 
nahme der Wärmeproduktion pro Kilogramm und Stunde den 
Wert dieser spezifischen Wärme nicht erreicht, da sie gleich 
0,58 ist. Dagegen übersteigt bei dem durch Kochsalzlösung und 
noch mehr bei dem durch das Typhusnucleoproteid hervor- 
gerufenen Fieber die Wärmeüberproduktion den der Tempe- 
raturerhöhung äquivalenten Wert. 

Andererseits haben wir jedoch gesehen, даб sie in den 
Fällen, in denen eine starke Zunahme der Thermogenese vor- 
handen ist, auch nicht die Grenzen der normalen phvsiologi- 
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schen Schwankungen überschreiten kann, die einen geringen 
oder gar keinen Einfluß auf die Temperatur ausüben. 

Ferner habe ich schon an anderer Stelle in dieser Arbeit 
bemerkt, daß bei verschiedenen Experimenten, die mit einem 
Fiebererreger gemacht wurden, der Wärmeüberproduktion ver- 
ursacht, die Größe dieser Überproduktion oft in keiner Be- 
ziehung zum Grade der Temperaturerhöhung steht, da bis- 
weilen starke Wärmesteigerungen mit schwachen Zunahmen der 
Thermogenese wahrgenommen werden, und umgekehrt. 

Alle diese Überlegungen werden wohl auch in den Fällen, 
in denen die Wärmeproduktion steigt, ihre Bedeutung als 
kausaler Faktor der Temperaturerhöhung vermindern. 

Die Wärmeausscheidung folgt in paralleler Weise dem Ver- 
lauf der Thermogenese, indem sie um eine der Wärmeerhöhung 
entsprechende Menge niedriger als die letztere bleibt, so daß 
ihre Abweichungen vom normalen Werte verschieden sind, je 
nachdem die produzierte Wärme niedriger als die Norm, ihr 
gleich oder größer als sie ist, und je nach dem Werte dieser 
Unterschiede. 

Man kann also annehmen, daß das Verhalten der Wärme- 
ausscheidung gleichmäßig ist in dem Sinne, daß sie beim Be- 
ginn des Fieberanfalles in allen Fällen geringer wird als die 
Wärmeproduktion, die das Tier in diesem Augenblicke zeigt. 

Nach dem bis jetzt Gesagten erscheint die Hypothese als 
wahrscheinlich, daß die das Fieber hervorrufenden Erreger ihre 
fiebererregende Wirkung auf die Systeme der Wärmeregulierung 
in dem Sinne ausüben, daß sie eine Verminderung der Wärme- 
ausscheidung herbeiführen, und daß die Veränderungen, die sie 
in den thermogenetischen Mechanismen verursachen, von dieser 
fiebererregenden Wirkung unabhängig sind, so daß die Hyper- 
thermie bald von Zunahme der Wärmeproduktion, bald von 
Abnahme oder auch von keiner Veränderung der letzteren be- 
gleitet ist. 

Die am Hunde und an der Katze gemachten Experimente 
beweisen, während sie die oben angeführten Ansichten be- 
stätigen, daß das Verhalten der Wärmebilanz während der 
Periode des Temperaturanstiegs nicht nur von dem das Fieber 
hervorrufenden Erreger abhängt, sondern auch von der Tierart, 
auf die er einwirkt; tatsächlich verursacht das Nucleoproteid 
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des Pestbacillus, während es beim Kaninchen eine beträchtliche 
Erniedrigung der Wärmeproduktion veranlaßt, bei der Katze 
eine geringere Erniedrigung der letzteren, beim Hunde dagegen 
eine merkliche Erhöhung. Auf analoge Weise verursacht das 
Nucleoproteid des Streptokokkus beim Hunde eine starke Zu- 
nahme der produzierten Wärme und beim Kaninchen eine 
merkliche Abnahme der letzteren. Dagegen zeigte sich die 
Wirkung des Toxins des B. coli ähnlich beim Kaninchen und 
bei der Katze. l 

Es ist möglich, daß andere Faktoren, außer der Beschaffen- 
heit des Fiebererregers und der Tierart, das Verhalten der 
Thermogenese beim Beginn des Fieberprozesses beeinflussen, 
und daß durch sie einige, namentlich quantitative Unterschiede, 
die zwischen den einzelnen Experimenten einer und derselben 
Reihe angetroffen wurden, bedingt sind. 


Schlußfolgerungen. 


Resümieren wir die bis jetzt bezüglich der erhaltenen 
experimentellen Daten angestellten Überlegungen, so können 
wir die nachstehenden Schlußfolgerungen formulieren: 


1. Das Verhalten der Wärmebilanz während des Beginns 
der Fieberanfälle ist verschieden, je nach dem das Fieber her- 
vorrufenden Erreger. 

2. Es hängt nicht nur vom Fiebererreger ab, sondern auch 
von der Tierart, auf die letzterer einwirkt. 

Tatsächlich bemerkt man beim Kaninchen starke Erhöhung 
der Wärmeproduktion infolge Einwirkung des Nucleoproteids 
des Typhusbacillus und stets geringere Zunahme infolge Ein- 
wirkung der Kochsalzlösung und des Toxins des B. coli; fast 
keine Temperaturänderung bewirkt das Diphtherietoxin, wohin- 
gegen das Nucleoproteid des Streptokokkus und noch mehr das 
des Pestbacillus Erniedrigung der Thermogenese veranlassen. 

Beim Hunde ergibt das Nucleoproteid des Pestbacillus 
eine geringe Zunahme der produzierten Wärme, während das 
des Streptokokkus eine starke Zunahme liefert. 

Bei der Katze scheint das Nucleoproteid des Pestbacillus 
die Wärmeproduktion zu erniedrigen, während das Toxin des 
B. coli eine merkliche Zunahme der letzteren verursacht. 
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Die Bestimmungen der mit der Atmung ausgeschiedenen 
CO,-Menge bestätigen die direkten calorimetrischen Daten. 

3. Durch den Umstand, daß fieberhafte Hyperthermie her- 
vorgerufen werden kann, auch wenn die Wärmeproduktion und 
bisweilen beträchtlich (20°/,), vermindert ist; durch die Über- 
legung, daß in den Fällen, in denen letztere erhöht ist, sie im 
allgemeinen die Grenzen der physiologischen Schwankungen 
nicht überschreitet und keine konstante quantitative Beziehung 
zur Temperaturerhöhung zeigt, kann man die Hypothese auf- 
stellen, daß die größte Bedeutung für den Mechanismus der 
Hyperthermie im Fieber einer fehlenden Wärmeabgabe zu- 
geschrieben werden muß. 

4. Auf Grund dieser Überlegungen ist es wahrscheinlich, 
daß die Fiebererreger die Hyperthermie durch eine Wirkung 
auf die wärmeregulatorischen Abgabemechanismen hervorrufen, 
und daß der von ihnen auf die thermogenetischen Vorgänge 
ausgeübte Einfluß von dieser Wirkung unabhängig ist. 

5. Die Resultate dieser Untersuchungen können die Ver- 
schiedenheit der Schlußfolgerungen erklären, zu denen die zahl- 
reichen experimentellen Arbeiten gelangt sind, die festzustellen 
versuchten, welches der Erzeugungsmechanismus der Fieber- 
hyperthermie ist; denn es läßt sich annehmen, daß die ver- 
schiedenen Forscher es in Wirklichkeit mit verschiedenen Fieber- 
typen zu tun hatten, und daß ein Irrtum darin bestand, daß 
sie die im einzelnen erhaltenen Resultate verallgemeinern 
wollten. 


Über anaphylaxieähnliche Vergiftungserscheinungen bei 

Meerschweinchen nach der Einspritzung gerinnungs- 

hemmender und gerinnungsbeschleunigender Substanzen 
in die Blutbahn. 


Von 
Kretschmer. 


(Aus der Universitäts-Kinderklinik zu Straßburg.) 
(Eingegangen am 6. Dezember 1913.) 


Gelegentlich von intraperitonealen Impfungen von Meer- 
schweinchen mit menschlichem Blut, dem zur Verhinderung 
der Gerinnung 1!/,°/, Kalium-citricum-Lösung zugesetzt war, 
machte ich die Beobachtung, daß die Mehrzahl der Tiere nach 
са. 1 Minute anaphylaxieähnliche Erscheinungen bekam. Diese 
bestanden zunächst in Unruhe, Kratzen an der Nase und darauf- 
folgenden mehr oder weniger heftigen Krämpfen, die bis zu 
2 Minuten dauerten. Da ich mit Sicherheit eine Vorbehand- 
lung der Tiere mit dem gleichen (menschlichen) Eiweiß aus- 
schließen konnte, so konnte nur das citronensaure Kalium 
die Ursache dieser Krankheitserscheinungen sein. Ich wieder- 
holte daher bei einer Reihe von Meerschweinchen die In- 
jektionen mit reiner Kalium-citricum-Lösung und erzielte 
denselben Erfolg. Bei direkter Einspritzung in die Blutbahn 
traten die Krämpfe rascher und ohne vorhergehende Unruhe 
auf. Meistens verliefen sie auch heftiger. Da bei meinen ersten 
Versuchen keine der Impfungen tödlich verlief, so erhöhte ich 
die Konzentration der Kalium-citricum-Lösung auf 3°/,. Die 
intrakardialen Injektionen waren mit dieser Lösung fast stets 
sofort von heftiger in 1 bis 2 Minuten ad exitum führenden 
Krämpfen gefolgt. Bei der Sektion zeigten die Meerschweinchen 
sämtlich ziemlich starke Lungenblähung, das Herz schlug, wenn 
die Obduktion sogleich erfolgte, noch längere Zeit fort. Das 
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Blut im Herzen und in den großen Gefäßen war meist zum 
größten Teil ungeronnen und blieb es auch bis zu mehreren Tagen. 

Zur Technik der Injektionen möchte ich bemerken, daß 
ich bei diesen Versuchen die intrakardiale Injektion bevorzugte, 
die man bei Verwendung genügend feiner Nadeln ohne Schwierig- 
keit und, ohne durch die Einspritzung an und für sich schwerere 
Schädigungen zu verursachen, bei Meerschweinchen auch mehrere 
Male vornehmen kann. Man sucht sich zur Injektion die Stelle 
des kräftigsten Spitzenstoßes auf, während die Assistenz das 
Tier in senkrechter Haltung mit einer Hand an Kopf und 
Vorderfüßen, mit der anderen Hand an den Hinterfüßen ge- 
streckt hält. Man geht mit der Nadel durch den entsprechen- 
den Zwischenrippenraum in sagittaler Richtung ein und ver- 
ändert, wenn nötig, durch Hin- und Herschieben die Lage der 
Nadel. Sobald das Herz getroffen ist, bewegt sich die Nadel 
synchron dem Herzschlage und, sobald das Cavum getroffen ist, 
entleert sich aus der Nadel tropfenweise Blut. Erst jetzt wird 
die Spritze angesetzt und langsam die Flüssigkeit injiziert. Man 
kann auf diese Weise ohne Gefahr von indifferenten Flüssig- 
keiten, wie physiologischer Kochsalzlösung, Meerschweinchen 
UL bis 2 ccm einspritzen. Bei den nachfolgenden Versuchen 
habe ich im allgemeinen 1 ccm Flüssigkeit injiziert und nach 
Bedarf die Konzentration der Lösungen geändert. 

Die gleichen anaphylaxieähnlichen Erscheinungen, 
wie ich sie oben beschrieben habe, hat man auch sonst nach 
Einspritzung verschiedener Stoffe in die Blutbahn beobachtet, 
z.B. nach Injektion von hämolytischen und präcipitie- 
renden Seris, die gegen die Zellen oder das Eiweiß des be- 
treffenden Tieres gerichtet waren, nach Injektion von Organ- 
extrakten, von Peptonen und Albumosen, Schlangen- 
giften und eiweißfällenden Kolloiden wie Kieselsäure- 
hydrosol, Nucleinsäure usw. 

Entsprechend der Art oder Wirkungsweise der zur An- 
wendung gelangten Stoffe hat man verschiedene Theorien über 
das Wesen der Anaphylaxie aufgestellt. 

Biedl und Kraus beobachteten nach Injektion von Pepton bei 
Tieren Symptome, die völlig mit der Eiweißanaphylaxie übereinstimmten. 
Sie konnten außerdem einen Antagonismus zwischen dem Peptonchok 


und dem anaphylaktischen Chok feststellen, indem vorbehandelte Tiere, 
die einen Peptonchok überstanden hatten, auf eine, kurze Zeit darauf 
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erfolgende, zweite Injektion des zur Vorbehandlung verwendeten Antigens 
wenig oder gar nicht reagierten. In gleicher Weise erwiesen sich Tiere, 
die einen anaphylaktischen Chok überstanden hatten, gegen eine Pepton- 
injektion resistent. Es gelang Biedl und Kraus ferner, im Blut ana- 
phylaktischer Tiere Stoffe von Peptoncharakter nachzuweisen. Ihre 
Theorie erklärt auf Grund dieser Tatsachen die Anaphylaxie als eine 
Peptonvergiftung. 

Doerr und Moldovan fassen die Wirkung von eiweißfällenden 
und hämolytischen Antiseris bei intravenöser Injektion als anaphylaktisch 
auf, „weil die Wirkung solcher Antisera ebenso wie die echte Ana- 
phylaxie auf einer in vivo ablaufenden Reaktion zwischen Eiweißanti- 
genen und ihren Antikörpern beruhen müsse“. Die Erscheinungen 
waren außerdem am lebenden wie am toten Tiere anaphylaxieähnlich, 
Atropin hatte einen deutlichen antagonistischen Einfluß und nach dem 
Überstehen einer Antiserumvergiftung bestand eine deutliche Resistenz 
gegen die Wiederholung des Eingriffs analog der Antianaphylaxie. Doerr 
und Moldovan konnten ferner einen verschiedenen Einfluß der Anti- 
sera bei verschiedener Quantität der injizierten Flüssigkeit auf die Blut- 
gerinnung beobachten. Während bei großen Mengen von Antiserum 
eine intravitale Koagulation im rechten Herzen und іп den großen Ge- 
fäßen zustande kommt, entstehen bei mittleren Dosen nur partiale 
Thromben unter gleichzeitiger Herabsetzung der Gerinnungsfähigkeit des 
übrigen Blutes. Bei kleinen Mengen von Antiserum wird die Gerinnungs- 
fähigkeit des Blutes herabgesetzt ohne irgendwelche Fibrinabscheidung. 
Die beiden Autoren fassen diese 3 Fälle als 3 verschiedene Stadien ein 
und desselben Prozesses auf. 


Meine Beobachtungen von anaphylaxieähnlichen Krank- 
heitserscheinungen nach der intraperitonealen und intrakardialen 
Injektion von Kalium-citricum-Lösung gaben mir Veranlassung, 
Untersuchungen darüber anzustellen, ob zwischen der echten 
Anaphylaxie und den Symptomen nach der Einspritzung von 
gerinnungshemmenden Substanzen noch weitere Parallelen be- 
stehen. Beim Studium der Literatur fand ich diese Ansicht, 
daß der Symptomenkomplex der Anaphylaxie auf eine Ände- 
rung der Blutgerinnung zurückzuführen wäre, in der schon er- 
wähnten Arbeit von Doerr und Moldovan über die Wirkung 
eiweißfällender Kolloide ausgesprochen. Sie führen die Sym- 
ptome nach intravenöser Injektion der Kolloide und der prä- 
cipitierenden Antisera auf Veränderungen der Eiweißkörper des 
Blutplasmas zurück, die sich in der Alteration der Gerinnungs- 
verhältnisse äußern. 

Die Stoffe, von denen die Fähigkeit, anaphylaxieähnliche 
Erscheinungen hervorzurufen bekannt ist, üben zum großen 

Biochemische Zeitschrift Band 58. 26 


id 


402 Kretschmer: 


Teil neben ihrem Einfluß auf die Blutgerinnung in positivem 
oder negativem Sinne bei der Einspritzung in die Blutbahn 
sowie in vitro auf Eiweißkörper koagulierende Wirkung aus. 
Man hat daher diese eiweißfällende Wirkung als das Haupt- 
moment für die Erzeugung der Anaphylaxie angesehen und 
die Anaphylaxie als eine im lebenden Körper vor sich gehende 
Präcipitation zu erklären versucht. Das Kalium citricum und 
die anderen gerinnungshemmenden Salze, die ich bei meinen 
Versuchen verwendete, üben in den Konzentrationen, in denen 
ich sie injizierte, keine eiweißfällende Wirkung aus. Meine Ver- 
suche bilden infolgedessen eine weitere Stütze dafür, daß auch 
bei der echten Anaphylaxie die Veränderung der Gerinnungs- 
fähigkeit des Blutes eine große Rolle spielt. 

Maßgebend für die Beurteilung der Symptome als ana- 
phylaxieähnlich waren: chokartiges Auftreten der Krämpfe nach 
spätestens einer halben Minute und akuter Tod nach wenigen 
Minuten, falls nicht Erholung eintrat. Vor dem Eintreten der 
Krämpfe, und in den leichten Fällen allein, Unruhe, Kratzen 
an der Nase, wie es auch für die echte Anaphylaxie charakte- 
ristisch ist. Auffallend war bei meinen Versuchen häufig 
das plötzliche Aufhören, selbst der schwersten Krämpfe, wie 
es auch bei der Eiweißanaphylaxie oft eintritt. Als charakte- 
ristischer Sektionsbefund wurde Lungenblähung und herabgesetzte 
Gerinnungsfähigkeit des Blutes angesehen. 


Versuch 1. 

Meerschweinchen Мг. 401 erhält 2 ccm Blut + 1'/, °/, Kal. сит. аа 
intraperit. Nach 20 Sek. leichte allgemeine Krämpfe. Dauer derselben 
(Dis Min. Erholung. 

Meerschweinchen Nr. 402. 2 ccm Blut 1!/,°/, Kal. ойт. аа. і р. 
Nach ca. !/, Min. leichte allgemeine Krämpfe. Nach 2 Min. Erholung. 

Meerschweinchen Nr.403. 1,5 ccm Kal. сїт. 1,9,1. р. Nach !/, Min. 
Krämpfe. Dauer ca. 1 Min., erholt sich. 

Meerschweinchen Nr. 404. 2ccm Kal. ойт. 11/,°/,i. р. Nach !/, Min. 
leichte Krämpfe, schleppt die hintere Körperhälfte nach. Dauer zirka 
(e Min. 1 Min. später nochmals 2 ccm Kal. citr. 11,9, i. р. Dieselben 
Erscheinungen, erholt sich. 

Meerschweinchen Nr. 405. 2 ccm Kal. сїт. 8°/, і. р. Keine Er- 
scheinungen. 

Meerschweinchen Nr. 406. 1 ccm Ка]. сит. 1:/,0/, intrakard. Sofort 
schwere са. !/, Min. dauernde Krämpfe, dann längere Zeit matt, läßt 
die hintere Körperhälfte nachschleppen, erholt sich. 
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Meerschweinchen Мг. 407. 1 ccm 1!/,°/ iges Ка]. сїт. intrakard. So- 
fort sehr schwere Krämpfe, legt sich auf die Seite. Nach ca. 11/„ Min. 
Erholung, richtet sich auf, sehr matt, läßt die hintere Körperhälfte noch 
nachschleppen. 

Meerschweinchen Nr. 408. 1 eem 3°/,iges Kal. citr. intrakard. So- 
fort sehr schwere Krämpfe, nach ca. 11/, Min. Exitus. Sektion ergibt 
Bluterguß im Herzbeutel, Lungenblähung. 

Meerschweinchen Nr. 409. 1 ccm 3°/,iges Kal. сиг. intrakard. So- 
fort heftige Krämpfe. Exitus. Starker Bluterguß im Herzbeutel, Herz 
schlaff. Blut ungeronnen. Lungenblähung. 

Meerschweinchen Nr. 410. 1 ccm 3°/,iges Kal. citr. intrakard. So- 
fort heftige Krämpfe. Nach "Lk Min. Exitus. Sehr starke Lungen- 
blähung. Blut ungeronnen. Das Herz schlägt noch nach Eröffnung 
des Thorax. 

Meerschweinchen Nr. 411. 0,015 ccm Atropin subcutan. 15 Min. 
später 1 ccm 3°/,iges Kal. сіг. intrakard. Sofort heftige Krämpfe. 
Exitus, keine Lungenblähung. 


Versuch 2. 

Meerschweinchen Nr 412. 1 ccm 3°/,iges Ammon. oral intrakard. 
Sofort schwerste Krämpfe. Exitus. Bluterguß im Herzbeutel. Deut- 
liche Lungenblähung. Blut nach 2 Stunden noch ungeronnen. 

Meerschweinchen Nr. 413. 1 ccm 3°/,iges Ammon. oxal. intrakard. 
Sofort heftige Krämpfe. Krampfhafte langsame Atmung. Nach 2 Min. 
Exitus. Hochgradige Lungenblähung. Blut nach 6 Tagen noch un- 
geronnen. (1 ccm Blut dieses Meerschweinchens am 6. Tage post mortem 
einem frischen Meerschweinchen intrakard. injiziert. Geringe Mattigkeit, 
sonst keine Erscheinungen.) 

Meerschweinchen Nr. 415. 1 ccm 3°/,iges Kal. оха]. intrakard. So- 
fort sehr schwere Krämpfe. Exitus. Bluterguß im Herzbeutel, leichte 
Lungenblähung. 

Versuch 3. 

Meerschweinchen Nr. 414. 1 ccm 1°/,iges Fluorkalium intrakard. 
Sofort heftige Krämpfe, legt sich auf die Seite, steht nach 2 Min. auf, 
noch etwas matt, erholt sich völlig. 

Meerschweinchen Nr. 416. 1 eem 1°/,iges Fluorkalium intrakard. 
Sofort heftige Krämpfe. Exitus. Blut zum Teil geronnen, der Rest 
bleibt ungeronnen. 

Versuch 4. 

Meerschweinchen Nr. 420. 1 com 1°/,iges Pepton Witte intrakard. 
Etwas matt, sonst keine Erscheinungen. 

Meerschweinchen Nr. 422. 1 осш 1°/,iges Pepton intrakard. Etwas 
matt. 6Std. später 1 ocm 5°/,iges Pepton intrakard. Nach !/, Min. all- 
gemeine Krämpfe, die sich allmählich verstärken und ca. 3 Min. dauern, 
erholt sich. 

Meerschweinchen Nr. 424. 1 ост 5°/,iges Pepton intrakard. Keine 
Erscheinungen. 
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Meerschweinchen Nr. 426. 1 ccm 10°/,iges Pepton intrakard. Nach 
10 Sek. leichte, kurz dauernde Krämpfe. 

Meerschweinchen Nr. 427. 11, cem 10°/,iges Реріоп intrakard. 
Leichte Krämpfe. 

Diese Versuche mit Kalium citricum, Oxalaten, Fluoriden, 
Peptonen als Substanzen, deren gerinnungsverhindernde Wir- 
kung aus den Studien über Blutgerinnung seit langem bekannt 
ist, zeigen, daß die intrakardiale Injektion von Intoxikations- 
erscheinungen gefolgt ist, die große Ähnlichkeit mit denen der 
Eiweißanaphylaxie zeigen. Von Witte-Pepton war dies, wie 
schon erwähnt, durch die Untersuchungen von Biedl und 
Kraus bekannt. Beim Meerschweinchen Nr. 411 war auch der 
antagonistische Einfluß der vorhergehenden Atropininjektion 
deutlich, insofern als bei der Sektion keine Lungenblähung 
nachweisbar war. 


Versuch 5. 


Säuren hemmen in vitro die Blutgerinnung (Hammarsten). Die 
Injektion von stark verdünnter Milchsäure und Buttersäure rief eben- 
falls die schon bekannten Vergiftungserscheinungen hervor. 

Meerschweinchen Nr. 434. 1 cem 1°/,iges Acid. lact. intrakard. Nach 
116 Min. leichte Krämpfe, erholt sich rasch. 

Meerschweinchen Nr. 435. 1 ccm 2°/,ige Buttersäure intrakard. 
Sofort heftige Krämpfe. Exitus. Leichte Lungenblähung. Das Herz 
schlägt noch nach der Eröffnung des Thorax. Das Blut gerinnt sofort. 

Meerschweinchen Nr. 436. 1/, ccm 2°/,ige Buttersäure intrakard. 
Etwas matt, unruhig. Erholt sich rasch. 


Die Beobachtungen von Doerr und Moldovan über 
anaphylaxieähnliche Symptome nach intravenöser Injektion von 
eiweißfällenden Kolloiden stehen im Gegensatz zu meinen eben 
angeführten Versuchen über den Einfluß gerinnungshemmender 
Substanzen. Doerr und Moldovan konnten indessen bei der 
Sektion ihrer Tiere neben Koagulationserscheinungen des Blutes 
auch Ungerinnbarkeit eines Teils oder des ganzen Blutes fest- 
stellen. Ich wiederholte die Versuche von Doerr und Mol- 
dovan mit Kieselsäurehydrosol, um einen Vergleich mit meinen 
eben angeführten Versuchen anstellen zu können. 


Versuch 6. 


Meerschweinchen Nr. 440. 0,1 ccm 1°/,iges Kieselsäurehydrosol 
+ 0,9ccm NaCl intrakard. Nach ca. !/, Min. mäßig starke allgemeine 
Krämpfe. Dauer 2 Min. Erholt sich. 
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Meerschweinchen Мг. 442. 0,1 ccm 1°/, Si(OH), +- 0,9 ccm NaCl in- 
trakard. Keine Erscheinungen. 

Meerschweinchen Nr. 443. 0,2 cem 1°/, Si(OH), + 0,8 ccm NaCl in- 
trakard. Nach ca. 2 Min. leichte Krämpfe. Erholt sich. 

Meerschweinchen Nr. 444. 0,5 ccm 1°/, Si(OH), + 0,5 cem NaCl in- 
trakard. Sofort schwerste Krämpfe. Exitus nach 1:/, Min. Sektion: 
Bluterguß im Herzbeutel. Blut ungeronnen. Thrombenbildung im rech- 
ten Herzen, Lungenblähung. 


Versuch 7. 


Eisensalze üben bekanntlich in vitro eine stark koagulie- 
rende Wirkung auf Blut aus. Es war daher zu erwarten, daß 
die Symptome bei Injektionen in die Blutbahn die gleichen 
sein würden, wie nach der Injektion eiweißfällender Kolloide. 


Meerschweinchen Nr. 445. 1 ccm 1°/,iges Ferr. acet. intrakard. 
Sofort heftige Krämpfe. Exitus. Starke Lungenblähung. Das Herz 
schlägt noch, das Blut gerinnt rasch nach der Öffnung des Thorax. 

Meerschweinchen Nr. 446. 1 ccm 1°/,iges Ferr. lact. intrakard. 
Sofort schwer krank, krampfhafte Atmung, leichte Zuckungen. Erholt 
sich nach ca. 3 Min. 

Meerschweinchen Nr. 447. 1 ccm 1°/,iges Ferr. lact. intrakard. Un- 
ruhig, kratzt sich an der Nase. Nach einer !/, Min. leichte, allgemeine 
ca. 2 Min. dauernde Krämpfe. Erholt sich. 

Meerschweinchen Nr. 448. 1 ccm 1°/,iges Ferr. lact. intrakard. So- 
fort heftige Krämpfe. Exitus. Mäßige Lungenblähung. Blut völlig ge- 
ronnen. 

Meerschweinchen Nr. 451. 1 eem 2°/,iges Eisenchlorid intrakard. 
Nach !/, Min. leichte, mehrere Minuten dauernde Krämpfe. 

Meerschweinchen Nr. 452. 1 сот 2°/ iges Eisenchlorid intrakard. 
Sofort heftige Krämpfe. Exitus. Leichte Lungenblähung. Blut fast 
völlig geronnen. 

Meerschweinchen Nr. 453. 1 сот 4°;/,iges Eisenchlorid intrakard. 
Sofort heftige Krämpfe. Exitus. Sehr starke Lungenblähung. Blut 
völlig geronnen. 

Auch bei der Injektion von Eisenchlorid wirkte eine vorangehende 
Atropininjektion antagonistisch und verhinderte die Lungenblähung. 

Meerschweinchen Nr. 455. 0,015 cem Atropin subcutan. Nach 
!/, Stunde 1 cem 4°/,iges Eisenchlorid intrakard. Sofort heftiger Krampf. 
Nach 1 Min. Exitus. Blut fast völlig geronnen. Keine Lungenblähung. 


Versuch 8. 


Kalksalze erhöhen bei intravenöser Injektion die Gerinnungsfähig- 
keit des Blutes. Ich wählte zu meinem Versuch organische Kalksalze, 
Calcium lacticum und Calcium aceticum. Nach intravenöser Injektion 
beim Meerschweinchen erfolgten anaphylaxieartige Krämpfe, bei stärkerer 
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Konzentration trat der Tod ein. Der Obduktionsbefund war Lungen- 
blähung und teilweise Gerinnung des Blutes. 

Meerschweinchen Nr. 428. 1 eem 2°/,iges Calc. acet. intrakard. 
Keine besonderen Erscheinungen. 

Meerschweinchen Nr. 429. 1 ост 5°/,iges Calc. acet. intrakard. 
Nach /, Min. heftige Krämpfe. Dauer ca. 2 Min. Erholt sich. 

Meerschweinchen Nr. 430. 1 ccm 2°/,iges Calc. lact. intrakard. 
Etwas matt, sonst keine Erscheinungen. Am folgenden Tage 1 com 5°/ iges 
Calc. lact. intrakard. Sofort heftige Krämpfe. Exitus. Lungenblähung, 
geringe Thrombenbildung im rechten Herzen. Rest des Blutes un- 
geronnen. 


Als ein wichtiges Kriterium des anaphylaktischen Charak- 
ters von Krämpfen wird von verschiedenen Autoren die Mög- 
lichkeit der Erzeugung von Antianaphylaxie angesehen. Bied! 
und Kraus konnten bei ihren Versuchen mit Pepton eine wechsel- 
seitige Hemmung des anaphylaktischen Choks und des Pepton- 
choks beobachten. Doerr und Moldovan sahen, daß ein 
Meerschweinchen, das eine Peptonvergiftung überstanden hatte, 
gegen Meerschweinchenpräcipitine resistent war, und umgekehrt. 
Dagegen wurden Meerschweinchen durch die Kieselsäurever- 
giftung nicht gegen den anaphylaktischen Chok widerstands- 
fähig. Ich suchte bei meinen Untersuchungen weiter fest- 
zustellen, ob Meerschweinchen, die eine Intoxikation nach intra- 
kardialer Injektion von Kalium citr., Pepton usw. überstanden 
hatten, gegen eine Injektion von derselben oder einer anderen 
der zu meinen Versuchen verwendeten Substanzen resistent 
wären. 

Versuch 9. 


Meerschweinchen Nr. 458. 1 ccm 1 :/,0/,ірев Kal. citr. intrakard. Nach 
1j Min. schwere Krämpfe, legt sich auf die Seite, krampfhafte Atmung, 
erholt sich nach zirka 3 Min. Nach 2 Stunden 1 ccm 3°/,iges Kal. сит. 
intrakard. Sofort heftige Krämpfe, fällt um, krampfhafte Atmung, er- 
holt sich nach zirka 2 Min. 

Meerschweinchen Nr. 459. 1 ccm 1!/,°/,iges Kal. citr. intrakard. 
Sofort schwere Krämpfe, fällt auf die Seite, erholt sich nach 2 Min. 
15 Min. später 1 сет 3°/,iges Kal. сит. intrakard. Leichte Krämpfe, Dauer 
zirka 11/, Min. Nach 2 Stunden nochmals 1 com 3°/,iges Kal. citr. 
Sofort heftige Krämpfe. Exitus nach 1 Min. Starke Lungenblähung, 
das Herz schlägt noch, Blut nach 2 Stunden noch ungeronnen. 

Meerschweinchen Nr. 423. 1 cem 5°/,iges Pepton intrakard. Nach 
1}, Min. leichte Krämpfe. Nach 5 Stunden 1 eem 3°/,iges Kal. сиг. in- 
trakard. Sofort heftige Krämpfe, fällt um, krampfhafte Atmung, erholt 
sich nach 1 Min. 
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Meerschweinchen Nr. 425. 1 ccm 5°/,iges Pepton intrakard. Mäßig 
starke Krämpfe, Dauer 3 Min., erholt sich. Nach 10 Min. 1 ccm 3°/,iges 
Kal. citr. intrakard. Sofort heftige Krämpfe, erholt sich nach 1 Min. 

Meerschweinchen Nr. 437. 1!/, ccm 2°/,ige Buttersäure intrakard. 
Nach !/, Min. starke allgemeine Krämpfe. Dauer 2 Min. Nach zirka 
10 Min. 1 ccm 3°/,iges Kal. citr. intrakard. Sofort heftige, 2 Min. 
dauernde Krämpfe, erholt sich. 

Meerschweinchen Nr. 429. 1 cem 5°/,iges Calc. acet. intrakard. 
Nach !/, Min. schwerste Krämpfe, erholt sich nach 2 Min. Nach 6 Stunden 
1 ccm 3°/,iges Kal. сїт. intrakard. Heftige Krämpfe, fällt um, erholt 
sich nach 3 Min. 

Meerschweinchen Nr. 430, s. S. 406. 

Meerschweinchen Nr. 431. 1 ccm 2°/,iges Calc. lact. intrakard. Etwas 
unruhig, leichte Zuckungen. Nach !/, Stunde 1 ccm 3°/,iges Kal. citr. 
intrakard. Matt, kratzt sich an der Nase, erholt sich rasch. 

Meerschweinchen Nr. 450. 1 eem 1°/,iges Ferr. lact. intrakard. 
Sofort allgemeine, zirka 2 Min. dauernde Krämpfe, erholt sich. Nach 
1, Stunde 1 ccm 3°/,iges Kal. citr. intrakard. Sofort heftige Krämpfe, 
läßt die hintere Körperhälfte nachschleppen, erholt sich. 

Meerschweinchen Nr. 454. 1 ccm 1°/,iges Ferr. acet. in die rechte 
Jugularis. Nach !/, Min. kurzer Krampf. Nach 5 Min. 1 ccm 1°/,iges 
Fluorkalium intrakard. Leichter Krampf. 


Diese Versuche zeigen eine deutliche Erhöhung der Re- 
sistenz durch Überstehen eines Choks nach der Injektion von 
Kal. сіёг., Pepton usw. Es war nun die Frage, ob durch diese 
Injektionen sich ebenfalls eine Resistenz gegen den anaphylak- 
tischen Chok bei vorbehandelten Tieren hervorrufen ließe, und 
ob auch das Überstehen eines anaphylaktischen Choks Meer- 
schweinchen gegen einen Kal.-citr.-Chok widerstandsfähig machen 
würde. 

Versuch 10. 

Meerschweinchen Nr. 471 bis 480. 14. XI. je 0,05 Rinderserum 
suboutan. 26. XI. Reinjektion. | 

Meerschweinchen Nr. 471. 0,1 ccm Rinderserum intrakard. Nach 
ija Min. Krämpfe, 1:/, Min. Exitus, starke Lungenblähung. 

Meerschweinchen Nr. 472. 0,05 ccm Rinderserum intrakard. !/, Min. 
Krämpfe, 2!/, Min. Exitus, starke Lungenblähung. | 

Meerschweinchen Nr. 479. 0,02 ccm Rinderserum intrakard. Nach 
1 Min. leichter, kurzer Krampf; nach 5 Stunden 1 сеш 3°/,iges Kal. 
citr. intrakard. Etwas matt und unruhig, sonst keine Erscheinungen. 

Meerschweinchen Nr. 478. 1 ccm 1!/,0/,iges Kal. сит. intrakard. 
Sofort leichte, zirka 1 Min. dauernde Krämpfe. Nach 5 Min. 0,1 ccm 
Rinderserum intrakard. Unruhig, sonst keine Erscheinungen. 

Meerschweinchen Nr. 473. 2 cem 3°/,izes Kal. eitr. i. р. Etwas 
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matt, keine Krämpfe. Nach 5 Stunden 0,1 ccm Rinderscrum intrakard. 
Unruhig, kratzt sich an der Nase, erholt sich. 

Meerschweinchen Nr. 474. 2 cem 8°/їрев Kal. сіг. і. р. Nach 
1 Min. leichter Krampf, nach 5 Stunden 0,1 сет Rinderserum intravenös. 
Nach !/, Min. schwere Krämpfe. Nach zirka 2 Min. Exitus. 

Meerschweinchen Nr. 480. 1 cem 1!/,°/,iges Kal. сит. intrakard. 
Sofort schwerer, heftiger Krampf, fällt um, erholt sich nach zirka 
11, Stunde. Nach 18 Stunden 0,1 ccm Rinderserum intrakard. Unruhig, 
kratzt sich an der Nase, !/„ Min. heftige Krämpfe, 2 Min. Exitus. Sehr 
starke Lungenblähung, zahlreiche hämorrhagische Herde in beiden 
Lungen. Blut nach !/, Stunde noch ungeronnen. 

Meerschweinchen Nr. 474. 0,25 eem 10°/, Peptonlösung intrakard. 
Sofort leichte, zirka 3 Min. dauernde Krämpfe, nach 5 Stunden 0,1 ccm 
Rinderserum intrakard. Sehr matt, sonst keine Erscheinungen. 


Dieser letzte Versuch zeigte bei mehreren Meerschweinchen, 
die mit Rinderserum vorbehandelt waren, eine deutliche Re- 
sistenzerhöhung nach dem Überstehen einer Kal. citr.- bzw. 
Peptonintoxikation gegen eine zweite Injektion von Rinderserum, 
die bei den Kontrolltieren sicher tödlich wirkte. Веі dem 
Meerschweinchen Nr. 480, bei dem die Probeinjektion von Rin- 
derserum 18 Stunden nach dem Kal.-citr.-Chok erfolgte, trat 
ein tödlicher, anaphylaktischer Chok auf. Es scheint demnach, 
daß diese Resistenzerhöhung nur kurze Zeit andauert. 

Es gelingt also, bei Meerschweinchen durch intrakardiale 
Injektion von gerinnungshemmenden Substanzen, sowie von 
eiweißfällenden und gerinnungsbefördernden Substanzen, wie 
Kieselsäurehydrosol, Eisen- und Kalksalze usw. äußerlich gleich- 
artige Intoxikationserscheinungen hervorzurufen. Der Sektions- 
befund zeigte bei allen ad exitum gekommenen Meerschweinchen 
eine mehr oder weniger starke Lungenblähung, das Blut war 
nach der Einspritzung gerinnungshemmender Substanzen un- 
geronnen, nach der Injektion der gerinnungsbeschleunigenden 
Substanzen bestand Thrombenbildung wechselnden Grades, wäh- 
rend der Rest des Blutes eine Herabsetzung der Gerinnungs- 
fähigkeit zeigte. Bei einer Reihe von Meerschweinchen ließ 
sich eine wechselseitige antagonistische Beeinflussung zwischen 
den Injektionen der gerinnungshemmenden und gerinnungs- 
beschleunigenden Substanzen sowie der Eiweißanaphylaxie fest- 
stellen. Die Dauer der Resistenzerhöhung scheint nach meinen 
Versuchen nur eine kurzdauernde zu sein. Die Ursache der 
beschriebenen Intoxikationen ist wohl in der Veränderung der 
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Gerinnungsverhältnisse des Blutes zu suchen. Da eine solche 
Verschiebung der Gerinnungsverhältnisse auch bei der Eiweiß- 
anaphylaxie auftritt und die Erscheinungen nach der Kal.-citr.- 
Intoxikation und bei den anderen oben geschilderten Versuchen 
eine große Ähnlichkeit mit dem anaphylaktischen Chok zeigen, 
liegt die Annahme nahe, daß auch für das Zustandekommen 
des anaphylaktischen Choks die Änderung der Gerinnungsfähig- 
keit des Blutes eine Rolle spielt. 
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Zur Frage des Pentosuriezuckers. 
Von 
Ernst Zerner und Rudolfine Waltuch. 


(Aus dem II. chemischen Universitätslaboratorium in Wien.) 
(Eingegangen am 2. Dezember 1913.) 


Im letzten Heft dieser Zeitschrift‘) unterzieht Neuberg 
eine kürzlich von uns publizierte Arbeit über Репіовигіе°) 
einer Besprechung. Da aus dem Schlußpassus abgeleitet werden 
könnte, daß unsere Arbeit noch ganz unfertig sei, möchten wir 
kurz unsere Resultate an dieser Stelle mitteilen und darlegen, 
was sich daraus für die Erkenntnis des Pentosuriezuckers ge- 
winnen läßt. Wir tun das um so lieber, als unsere Publikation 
an einem Orte erfolgt ist, der sie medizinischen Kreisen weniger 
zugänglich macht. 

Wir hatten durch die Liebenswürdigkeit des Herrn Pri- 
vatdozenten Dr. Otto Porges zwei voneinander unabhängige 
Fälle zur Verfügung, deren Reduktionsvermögen etwa 0,4 9/, 
(Fall I) bzw. 0,1 bis 0,2°/, (Fall II) (als Glucose gerechnet) 
betrug. In beiden Fällen war die Pentosemenge, die man 
durch Destillation mit Salzsäure und Wägung des entstandenen 
Furfurols als Phloroglucid erhielt, wesentlich geringer. Damit 
ist erwiesen, daß die Pentose im Harn frei und nicht in irgend- 
welcher Form, etwa als Ureid®), gebunden vorkommt. Beide 
Harne zeigten im 220-mm-Rohr keine Drehung. 

Bei Fall I ließ sich aus dem Harn direkt ein Osazon her- 
stellen, das, aus 20°/ ,igem Aceton umkrystallisiert, den Schmelz- 
punkt 162 bis 163° (Erhitzungsdauer 5 Minuten) zeigte, die 
Analysenresultate eines Pentosazons gab und in der von Neu- 


1) Diese Zeitschr. 56, 506, 1913. 
?) Sitzungsber. а. Wien. Akad. d. Wissensch. 1913. 
5) Neuberg, Ergebn. d Physiol. 3, Abt. I, 418, 1904. 
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berg!) angegebenen Konzentration а = + 0,71 + 0,049 drehte. 
Das würde weder der Größe der Drehung des Arabinosazons 
noch des Xylosazons entsprechen, wie sie von Neuberg ur- 
sprünglich angegeben worden ist. Jedoch sind die bezüglichen 
Angaben verschiedener Autoren?) recht schwankend. Wir 
selbst fanden für 1-ХуІоватоп ос = — 0,66 + 0,06° für 1-Ага- 
binosazon a = ++ 0,85°, wobei 6 Stunden nach Auflösung po- 
larisiertt wurde, um die Multirotation unschädlich zu machen. 
Das zeigt, was schon Klercker beobachtet hat, daß Xylosazon 
und Arabinosazon auf Grund der Drehungsgröße allein, zu- 
mindest in Pyridin-Alkohollösung, nicht unterschieden werden 
können. 

In der Literatur sind ähnliche Pentosuriefälle mit inak- 
Heem Harn und einem aktiven Osazon, das etwa so stark 
drehte wie l-Arabinosazon, mehrfach beschrieben, und zwar 
ein Fall von Luzzatto), zwei andere von Klercker‘). Bei 
Klercker war allerdings in einem Falle die Drehung nur 
halb so groß, jedoch kann hier dem Pentosazon etwas d-Glucos- 
azon beigemengt gewesen sein, da hier bis zu 1,1°/, Glucose 
mit der Pentose im Harn ausgeschieden wurde. Die Reinigung 
durch Umkrystallisieren aus heißem Wasser scheint uns die 
quantitative Entfernung des Glucosazons nicht zu garantieren. 
Luzzatto glaubte, es mit l-Arabinose zu tun zu haben, ebenso 
Klercker, der für den erwähnten Fall mit schwächer drehen- 
dem Osazon die gleichzeitige Anwesenheit von d- und l-Arabi- 
nose (letztere im Überschuß) vermutet. 

Zwei Erwägungen schließen jedoch die Annahme der An- 
wesenheit von l-Arabinose bei Luzzatto, Klercker und auch 
bei uns aus: Die Nichtfällbarkeit der vermeintlichen Arabinose 
durch Diphenylhydrazin trotz genauer Einhaltung der Vorschrift 
von Neuberg und Wohlgemuth’); auch das viel empfindlichere 


1) Berichte 82, 3384, 1899. 

2) Levene und Jakobs, Ber. а. Deutsch. chem. Ges. 43, 3150, 
1910. — Levene, diese Zeitschr. 17, 127, 1909. — Haiser u. Wenzel, 
Monatshefte 81, 360, 1910; siehe insbesondere Klercker, diese Zeitschr. 
47, 340, 1912. 

3) Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 6, 87, 1905. 

t) Arch. f. klin. Med. 108, 277 ff., 1912. 

5) Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 38, 1902. 


112 E. Zerner und В. Waltuch: 


Diphenylmethandimethyldihydrazin!) hat bei uns nicht zum 
Ziel geführt. Ganz insbesondere aber macht die Inaktivität 
des Harnes die Annahme des Vorhandenseins von 1- Агађіпове 
unmöglich. Dieser Zucker hat ja ein ganz besonders hohes 
spezifisches Drehungsvermögen (el, == + 104°), und es ist 
nicht zu erklären, wie man die Drehung von 0,35°;, Arabinose 
nicht erkennen sollte, während die nur halb so stark drehende 
Glucose schon in einer Konzentration von 0,1°, im Harn 
glatt polarisierbar ist. 

Damit war die l-Arabinose ausgeschlossen, und es konnte 
sich nur mehr um 1-Кіроѕе handeln, wenn das fragliche Osazon 
tatsächlich l-Arabinosazon war. Es schien nun möglich, durch 
Bestimmung des Mischschmelzpunktes mit 1-Xylosazon eine 
Identifizierung zu erzielen. Tatsächlich gab unser Harnpentos- 
azon, mit l-Xylosazon gemengt, eine sehr beträchtliche Schmelz- 
punktserhöhung, und als wir abgewogene gleiche Mengen beider 
Ösazone vereint aus 20°/ igem Aceton umkrystallisierten, er- 
hielten wir einen neuen, dem Augenschein nach schwerer lös- 
lichen, optisch inaktiven, bei 208 bis 210° schmelzenden Körper, 
der zweifelsohne d‚l-Xylosazon darstellt. Damit war erwiesen, 
daß das Osazon in unserem Fall I d-Xylosazon ist, und da 
Fall II sich bei der Mischprobe ganz ähnlich verhielt, so gilt 
für ihn dasselbe. 

Wir haben uns dann auch bemüht, zwischen den drei 
noch möglichen Zuckern zu entscheiden. Da die Xyloketose 
von vornherein unwahrscheinlich war, blieb die Wahl zwischen 
der rechtsdrehenden l-Xylose und der linksdrehenden d-Xylose. 
Bei der Konzentrierung des Harnes im Vakuum erhielten wir 
eine schwach linksdrehende Lösung, so daß man an das Vor- 
handensein von d-Xylose denken könnte. Jedoch legen wir 
diesem Umstand kein besonderes Gewicht bei, weil die Zucker- 
menge, aus der Drehung und aus der Reduktion berechnet, 
keine Übereinstimmung gab, und weil es uns nicht gelang, das 
charakteristische Bromcadmiumdoppelsalz der Xylonsäure zu 
erhalten. Der Zucker wird auch bei vorsichtigem Arbeiten (im 
Vakuum und unter Durchleiten von Kohlendioxyd durch die 
Capillare) weitgehend verändert, und es wäre nicht aus- 
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geschlossen, daß die von uns beobachtete Linksdrehung nur 
auf die gleichen Ursachen zurückzuführen ist, wie die Links- 
drehung in normalen Harnen!). 

Demnach können wir zwar mit Bestimmtheit behaupten, 
daß der Zucker in unseren beiden Pentosuriefällen der d-Xylose- 
gruppe angehört, aber nicht die Natur des Zuckers selbst genau 
definieren. Leider werden wir auch hier nicht weiter kommen 
können, da unsere Fälle uns zumindest in absehbarer Zeit 
voraussichtlich nicht zugänglich sein werden. 

Seitdem unsere Publikation in Druck gegeben wurde, sind 
noch, soviel wir wissen, zwei wichtige Arbeiten über Pentosurie 
erschienen. Die eine, auf die uns Herr Neuberg schon brieflich 
aufmerksam zu machen die Güte hatte, von Н. Агоп*), der 
d,l-Arabinose durch Fällung mit Diphenylmethandimethyldihydra- 
zin nachgewiesen haben will. Zwar scheint uns der Beweis 
in vieler Beziehung lückenhaft. Es wurde z. В. bloß der Harn, 
nicht aber auch das Osazon optisch untersucht. Die Analysen 
des vermeintlichen Hydrazons ergaben nach Angabe des Autors 
wesentlich zu tiefe Kohlenstoff- und Stickstoffwerte, was Aron 
auf Aschengehalt (aus dem Tone, auf dem das Hydrazon ge- 
trocknet wurde) zurückführt, ohne daß er dafür einen strikten 
Beweis, etwa durch Rückwägung des Verbrennungsschifichens, 
erbringt. Ferner hätte wohl zur Sicherstellung der Identität 
ein direkter Vergleich des Hydrazons aus Pentoseharn mit 
einem Präparat anderer Provenienz und zweifelloser Zusammen- 
setzung geschehen sollen. Immerhin glauben aber auch wir, 
daß die Pentose im Falle von Aron wahrscheinlich d,l-Arabi- 
nose war. Ganz anders liegt die Sache bei der zweiten Arbeit 
von Levene und La Forge?): auch diese Autoren konnten 
auf sehr elegante und originelle Art den Zucker, der optisch 
aktiv war, allerdings stark verunreinigt, fassen. Die Bestimmung 
der Drehung und des Reduktionsvermögens beweist, daß es sich 
nicht um l-Arabinose handeln kann. Levene und La Forge 
vermuten l-Ribose; zur Sicherstellung dieser Annahme müßte 
jedoch bewiesen werden, daß das Pentosazon tatsächlich 1-Arabi- 
nosazon ist. Wir haben Herrn Levene auf unsere Publikation 

1) Takayasu, Centralbl. f. inn. Med. 1908, 337. 
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aufmerksam gemacht und ihn gebeten, den Mischschmelzpunkt 
seines Osazons mit 1-ХуІовагоп zu bestimmen und uns das 
Resultat mitzuteilen; die Antwort steht noch aus. 

Natürlich haben wir in der Hoffnung, unseren Befund 
generalisieren zu können, uns auch an die Herren Klercker 
(Lund) und Luzzatto (Camerino) gewendet und um Über- 
lassung kleiner Quantitäten Osazons gebeten; leider erfolglos. 
Immerhin scheint uns aus den bisherigen Arbeiten mit Sicher- 
heit hervorzugehen, daß es mindestens zwei Arten von Pentos- 
urie gibt: 

1. Der Zucker ist d,l-Arabinose (Fall Neuberg, Fall Aron). 

2. Der Zucker gehört der d-Xylosegruppe an (Fälle Zerner 
und Waltuch). 

In den Fällen Luzzatto, Klercker und Levene läßt 
sich mit Sicherheit sagen, daß der Zucker nicht Arabinose ist. 


Zum bakteriellen Abbau des d-Glucosamins. 
Von 
Kurt Meyer. 
(Aus dem serobakteriologischen Laboratorium des Stadtkrankenhauses- 
in Stettin.) 
(Eingegangen am 6. Dezember 1913.) 


In einer früheren Arbeit!) teilte ich mit, daß verschiedene 
Bakterienarten d-Glucosamin unter Säure-, zum Teil auch unter 
Gasbildung zersetzen. Über die Natur der Spaltprodukte sowie 
über die Reihenfolge des Abbaus konnten keine Angaben gemacht 
werden, insbesondere wurde die Frage offen gelassen, ob der 
Aufspaltung der Hexosenkette eine Desaminierung vorausgeht. 

Zur Entscheidung dieser Frage schien es am zweckmäßig- 
sten, das Verhalten eines Glucosaminderivats beim bakteriellen 
Abbau zu untersuchen, bei dem die Aminogruppe durch eine 
andere Gruppe besetzt war. Wurde diese Verbindung in gleicher 
Weise angegriffen wie d-Glucosamin, so blieb natürlich die Frage 
unentschieden. Fand aber kein Abbau statt, so konnte ge- 
schlossen werden, daß diese Hemmung eben durch die Be- 
setzung der Aminogruppe bedingt war, daß also an dieser die 
Aufspaltung des Glucosaminmoleküls einsetzt. 

Als solches Glucosaminderivat wählte ich das Acetyl- 
glucosamin, das nach dem von mir?) modifizierten Breuerschen 
Verfahren dargestellt war. Die Versuchsanordnung war die 
gleiche wie in den früheren Versuchen mit reinem d-Glucosamin, 
doch wurde nur ein Teil der damals untersuchten Bakterienarten 
geprüft. Das Ergebnis ist in der nachfolgenden Tabelle wieder- 
gegeben, wobei zu bemerken ist, daß auch in den makroskopisch 
nicht veränderten Kulturen Bakterienentwicklung erfolgt war. 


1) Kurt Meyer, diese Zeitschr. 57, 297, 1913. 
2?) Kurt Meyer, Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 9, 134, 1907. 
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Säurebildung| Gasbildung 
| 
| 
| 


Für den Abbau durch Paratyphus В, Coli und Friedländer 
war also die Besetzung der Aminogruppe ohne Einfluß ge- 
blieben. Dagegen hatte sie den Angriff durch Typhus, Para- 
typhus A und Dysenterie Flexner, von denen sich besonders 
die letzte Art dem freien Glucosamin gegenüber als sehr wirk- 
sam erwiesen hatte, verhindert. | 

Offenbar sind diese drei Bakterienarten nicht imstande, 
die Acetylgruppe abzuspalten, womit dann auch der weitere 
Angriff auf die Aminogruppe verhindert ist. Da unter diesen 
Umständen die Säurebildung ausbleibt, so ist wohl der Schluß 
berechtigt, daß erst die Aminogruppe des d-Glucosamins ab- 
gesprengt sein muß, ehe ein weiterer Abbau unter Säurebildung 
erfolgen kann. 

Anscheinend tritt die Aufspaltung der C,-Kette in zwei 
Q,-Ketten nur ein, wenn das «a-Kohlenstoffatom unter Be- 
dingungen steht, die mit der Anwesenheit der Aminogruppe 
nicht vereinbar sind. Vielleicht muß diese erst durch eine 
OH-Gruppe ersetzt sein. Dies würde mit der Auffassung Wohls?) 
über den Beginn der Hefevergärung des Glucosemoleküls am 
«- und ß-Kohlenstoffatom im Einklang stehen. 

Andererseits scheint die schon in der früheren Arbeit mit- 
geteilte Tatsache, daß Paratyphus A d-Glucosamin zwar unter 
Säure-, aber nicht unter Gasbildung zersetzt, dafür zu sprechen, 
daß wenigstens bei der Einwirkung dieses Bakteriums nach 
der Abspaltung der Aminogruppe intermediär nicht Glucose 
entsteht, da diese von Paratyphus A unter Gasbildung abgebaut 
wird. Bekanntlich ist ja auch in vitro die Überführung von 
d-Glucosamin in d-Glucose bisher nicht gelungen. 


Typhus ...... 3 
Paratyphus A. .... 
Paratyphus B..... 
СОП or ine, ж-з 
Dysenterie Flexner . . 
Friedländer . . . .. 


+++ 11 
+++ 1! 


1) Wohl, diese Zeitschr. 5, 45, 1907. 
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Untersuchungen über physikalische Zustandsänderungen 
der Kolloide XVL 


Versuche am Desaminoglutin. 
Von 
Ing. Leopold Blasel und Joh. Matula. 


(Aus der physikalisch-chemischen Abteilung der Biologischen Versuchs- 
anstalt in Wien.) 


(Eingegangen am 2б. November 1913.) 
Mit 6 Figuren im Text. 


Die hypothetischen Vorstellungen über die Konstitution 
der durch Zusatz von Säuren bzw. Alkalien gebildeten Eiweiß- 
salze knüpfen in erster Linie an den Aminosäurecharakter des 
Eiweißes an IW В. Hardy), W. Pauli?). Demnach könnte 
die Salzbildung in den beiden Fällen nach dem folgenden 
Schema verlaufen: 


N на 
Si JL BO = S 
оон 00H 


H, ` ap 
RC oon BT on n 


Damit ist aber noch nicht entschieden, daB dies die ein- 
zigen Möglichkeiten der Salzbildung seien; die Anlagerung der 
Säure könnte anstatt an die endständigen Aminogruppen an 
einen binnenständigen Stickstoff des EiweißBkomplexes erfolgen, 
oder aber es könnten beide Möglichkeiten erfüllt sein. 

Zur Entscheidung dieser Frage mußte die Untersuchung 
eines Eiweißkörpers, dessen endständige Aminogruppen durch 


und 


1) Journ. of Physiol. 33, 251, 1905. 
*) Pauli, Kolloide Zustandsänderungen der Eiweißkörper. Fortschr. 
d. naturw. Forschung, hrsg. von Abderhalden, 4, 1912; daselbst Literatur. 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 27 
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irgendwelchen Eingriff vernichtet worden waren, also eines 
sog. Desaminoproteins, von großem Interesse sein. Von den 
bis jetzt dargestellten Desaminoproteinen erweist sich nur das 
Desaminoglutin wasserlöslich und ist daher für eine vielseitige 
physikalisch-chemische Untersuchung besonders gut verwendbar. 
Die eingehende Prüfung dieses zuerst von Zd. Skraup her- 
gestellten Körpers soll den Gegenstand unserer von Herrn Prof. 
W. Pauli angeregten Arbeit bilden. 

Die Darstellung des zu unseren Versuchen verwendeten Materials 
geschah genau in der von Skraup angegebenen Weise: Zirka 200 g 
bester Handelsgelatine wurden in 1 1 warmen Wassers vollständig gelöst, 
zu dieser Lösung wurden 200 р Natriumnitrit, gelöst in 1 1 Wasser, zu- 
gesetzt; nach dem Abkühlen dieser Mischung wurden vorsichtig 140 g 
Eisessig zugegossen. Das Ganze wird 12 Stunden ruhig stehen gelassen 
und nachher noch durch 2 Stunden auf dem Wasserbade erhitzt, wobei 
unter lebhafter Blasenbildung Stickoxyd entweicht. Durch Zusatz von 
festem Ammoniumsulfat wird das desamidierte Glutin als zäher, harz- 
ähnlicher Körper gefällt. Zur vollständigen Entfernung der darin ent- 
haltenen Salze (Ammonsulfat, Natriumnitrit usw.) wurde das Desamino- 
glutin in ein wenig Wasser gelöst und diese Lösung in Pergamentsäcken 
einer 2wöchigen Dialyse gegen immer erneuertes destilliertes Wasser 
unterzogen. Auf diese Weise wurde eine klare, hellgelbe Lösung er- 
halten, deren Trockengehalt 1,5 bis 2,59%, betrug. Zum Schutze gegen 
Fäulnis mußte sie mit einer dünnen Schicht von Toluol bedeckt werden. 


Versuche mit Desaminoglutin und Zusatz von Salzsäure. 


Die Eiweißkörper bilden bekanntlich mit Säuren Salze, 
die einer elektrolytischen Dissoziation unterliegen. Diese 
elektrolytisch dissozierten Eiweißkörper zeigen eine Reihe 
von Erscheinungen, die zu der Art und dem Ausmaße dieser 
Dissoziation in Beziehung gebracht werden können; so nimmt 
die Viscosität bei steigendem Säurezusatz zunächst zu, erreicht 
bei einer bestimmten Säurekonzentration (bei Salzsäure und 
1°/, Albumin ca. bei 0,015 bis 0,02 п) ein Maximum, um hier- 
auf wieder abzusinken!), Diese Tatsache läßt sich leicht aus 
der starken Hydratation der positiven Eiweißionen erklären, 
wodurch eine Reibungserhöhung bewirkt wird. Das Viscositäts- 
maximum entspricht dem Maximum der Bildung hydratisierter 
Eiweißionen. Nach Zurückdrängung dieser Ionisation durch 


1) Pauli und Handovaky, diese Zeitschr. 18, 1909. 
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weiteren Säurezusatz muß demzufolge auch die Viscosität eine 
Abnahme erfahren. 

Wenn nun die Anlagerung der Salzsäure lediglich an die 
endständigen Aminogruppen der Proteine erfolgt, so dürfte das 
Desaminoglutin mit Säuren keine Salze bilden und es könnte 
zu keiner Erhöhung der Viscosität kommen. Es lag .daher 
nahe, das Verhalten der Viscosität einer Desaminoglutinlösung 
bei steigendem Zusatz einer Säure zu untersuchen. 

Als Ausgangsmaterial wurde eine 2°/,ige Lösung von Des- 
aminoglutin verwendet; im Versuche wurde immer ein Volumen- 
teil dieser Stammlösung mit dem gleichen Volumen Wasser 
bzw. Säure verdünnt, so daß die Konzentration des Desamino- 
glutins in allen diesen Reibungsversuchen 1°/, betrug. Bei den 
Viscositätsbestimmungen mit Desaminoglutin ist aber noch der 
folgende Umstand zu beachten. Die Stammlösung wurde, wie 
schon erwähnt, zum Schutz gegen Fäulnis mit einer Schicht 
von Toluol bedeckt; dieses Toluol löst sich mit der Zeit spuren- 
weise und verursacht eine leichte, sich nach und nach etwas 
verstärkende Trübung der ursprünglich klaren, durchsichtigen 
Flüssigkeit. Diese Trübung ist vollkommen reversibel, denn 
ЫоВев Schütteln der trüben Lösung, wobei etwas von dem 
gelösten Toluol an die Luft abgegeben wird, oder Verdünnen 
der Lösung mit Wasser oder einer wässerigen Lösung, wobei 
die Konzentration des gelösten Toluols vermindert wird, be- 
wirkt sofort vollständige Klärung. Da die Lösung vor der 
Verwendung zu viscosimetrischen Bestimmungen sorgfältig von 
allen in ihr enthaltenen Fasern und etwaigen festen Partikel- 
chen filtriert werden muß, so wird auch diese Toluoltrübung 
vom Filter zurückgehalten, und die Konzentration der filtrierten 
Lösung ist somit etwas geringer als die der Ausgangslösung. 
Da die Trübung sich aber mit der Zeit verstärkt, so sind die 
Konzentrationen der an verschiedenen Tagen filtrierten Lösungen 
auch nicht gleich, was auf die erhaltenen Reibungswerte nicht 
ohne Einfluß sein kann. Es muß daher für jede Versuchsreihe, 
deren einzelne Zahlenwerte untereinander zu vergleichen sind, 
eine genügende Menge von der Desaminoglutinlösung filtriert 
werden, mit der allein alle zu dieser Serie gehörigen Einzel- 
versuche ausgeführt werden müssen; diese Lösung darf nicht 


mit Toluol bedeckt werden, was im übrigen in Anbetracht der 
272 
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kurzen Zeit, die zur Ausführung einer Versuchsserie erforderlich 
ist, sowie der ziemlichen Resistenzfähigkeit des salzfreien Des- 
aminoglutins gegen Fäulnis ohne Schaden möglich ist. 

Die Ergebnisse dieser ersten Versuchsreihe sind in Tabelle I 
zusammengestellt. In der ersten Kolonne ist die Konzentration 
der in der 1°/,igen Lösung von Desaminoglutin enthaltenen 
Salzsäure (ausgedrückt in Normalitäten), in der zweiten die 
Durchströmungszeit in !/, Sek. (0, und in der letzten der 
Quotient tjt (te Durchströmungszeit des reinen Wassers) an- 
gegeben; letzterer Quotient kann, da das spezifische Gewicht 
der Versuchslösung innerhalb der verschiedenen Säurekonzen- 
trationen nicht erheblich variiert, dem relativen Reibungs- 
koeffizienten n proportional gesetzt werden. Alle diese Reibungs- 
bestimmungen wurden im durchsichtigen Thermostaten bei 25° 


ausgeführt. 
Tabelle I. 
Desaminoglutin -+ Salzsäure. Temp. 25°. Wasserwert (t,) == 526 Fünftel- 
sekunden. 
Konzentration des Desaminoglutins in allen Lösungen 1°/,- 


Durchströmung»- 
zeit (t) 
in !/, Sek. 


Konzentration 
der НС] 






еъ 
|= 


Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, daß der Zusatz von 
Salzsäure zu einer Lösung von Desaminoglutin keinen deut- 
lichen Einfluß auf deren Viscosität hat, von irgendeiner Er- 
höhung derselben ist überhaupt nichts zu bemerken. Die 
minimalen Differenzen zwischen den einzelnen Werten, die den 
Wert von ?/, Sekunden nicht überschreiten, fallen in den Be- 
reich der Fehlergrenze. Der Ausfall dieser Versuchsreihe würde 
also im Sinne des oben angeführten Formelschemas sprechen, daß 
bei der unveränderten Gelatine eine Anlagerung der Salzsäure an 
die endständige Aminogruppe erfolgt, und daß dieser Umstand in 
irgendeiner Weise mit der zu beobachtenden Viscositätsänderung 
zusammenhängt. Die Reibungsmethode ist aber nur eine in- 
direkte Methode, und es ist deshalb nicht gestattet, aus dem 
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Ergebnis der besprochenen Versuchsserie zu schließen, daß dem 
Desaminoglutin die Fähigkeit, Salzsäure zu binden, vollständig 
fehle. Um diese Frage mit Sicherheit zu entscheiden, mußte 
eine direkte Bestimmung der freien Wasserstoff- bzw. Chlor- 
ionen in den mit НСІ versetzten Versuchslösungen durchgeführt 
und mit der entsprechenden Konzentration der reinen Säure 
verglichen werden. Die Bestimmung dieser Ionenkonzentrationen 
geschah auf elektrometrischem Wege mit Hilfe entsprechender 
Konzentrationsketten. 

Die Berechnung der Wasserstoff- bzw. Chlorionenkonzen- 
tration erfolgte nach den Formeln 


0,2833 — л 
Ри = log Он =- 00581 - 
опа 
= log Cn — | 0,007 26 — л 


in denen Py bzw. ро den sog. Wasserstoff- bzw. Chlorionen- 
exponenten, Сн bzw. Сс die Konzentration der in Normalitäten 
ausgedrückten Wasserstoff- bzw. Chlorionen, und л die gefundene 
elektromotorische Kraft der Konzentrationskette bedeutet!). 
In den beiden folgenden Tabellen II und Па sind die 
Ergebnisse der Wasserstoff- und Chlorionenkonzentrations- 
bestimmungen an mit Salzsäure verschiedener Konzentration 
versetzten Desaminoglutinlösungen zusammengestellt. Für 
diese Versuche wurde eine Desaminoglutinlösung verwendet, 
_ deren Konzentration 1,50°/, betrug; da dieselbe in allen Ver- 
suchen mit den entsprechenden Säurelösungen zu gleichen 
Teilen verdünnt wurde, so betrug der Gehalt des Desamino- 
glutins bei allen diesen Messungen 0,75°/,. In diesen Tabellen 
enthält die erste Kolonne die Konzentration der in der Des- 
aminoglutinlösung anwesenden Salzsäure, л bedeutet die ge- 
fundene elektromotorische Kraft, Рн bzw. Do den sich daraus 
ergebenden Wasserstoffionen- bzw. Chlorionenexponenten, Сн und 
Со die Konzentration an freien Wasserstoff- bzw. Chlorionen. 
In der letzten Kolonne findet sich die Menge des von dem 
Desaminoglutin gebundenen Wasserstoffs bzw. Chlors angegeben. 


1) Bezüglich der Methodik der H'-Ionenbestimmung vgl. S. P. L. Sö- 
rengen, Erg. d Physiol. 12, 1912, und jener der Ci’-Ionenbestimmung 
Manabe-Matula, diese Zeitschr. 52, 369, 1913. 
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Die Berechnung des vom Desaminoglutin gebundenen 
Wasserstofis erfolgte in der folgenden Weise. Wie aus den nach- 
folgenden Tabellen zu sehen ist, findet tatsächlich eine Bindung 
der Säure, also eine Salzbildung statt. Unsere Untersuchungs- 
flüssigkeit besteht demnach aus dem gebildeten Desaminoglutin- 
chlorid und der übrigbleibenden freien Salzsäure. Die Differenz 
zwischen der der zugesetzten Salzsäure entsprechenden Kon- 
zentration und der Konzentration der freien Säure gibt die 
gebundene Säuremenge an. Die elektrometrisch bestimmte 
Menge der freien Wasserstoflionen entspricht aber nicht der 
gesamten Menge der freien Salzsäure, da diese nicht vollständig 
dissoziiert ist. Diese Menge läßt sich aber berechnen, falls uns 
der Dissoziationsgrad der freien Säure bekannt ist. Nehmen 
wir an, dieser sei а, d. h. also, die freie Salzsäure ist zu 100-«°/, 
in Ionen zerfallen, во muß, wenn wir mit Сн die elektrometrisch 
bestimmte Wasserstoffionenkonzentration, also den dissoziierten 
Anteil der freien Säure, mit Cacı die Gesamtkonzentration der 
freien Säure (dissoziierter Anteil plus nichtdissoziierte HCI) be- 
zeichnen, folgende Gleichung bestehen: 


С 
Сн = Cuci: œ oder a=. 


Um also die Konzentration der gesamten freien Salzsäure 
bzw. Wasserstoffionen zu erhalten, müssen wir die für die 
Wasserstoffionen gefundene Konzentration durch den Dissozia- 
tionsgrad (der selbstverständlich immer kleiner als 1 ist) divi- 
dieren; und um die Menge des gebundenen Wasserstoffs zu ` 
erhalten, muß der Wert Coco von der Gesamtkonzentration, die 
der zugesetzten Säure entspricht, also von den in der ersten 
Kolonne stehenden Zahlen, abgezogen werden. Der Dissozia- 
tionsgrad der freien Säure ist aber gleich dem Dissoziations- 
grad, den die gesamte zugesetzte Säure bei Abwesenheit des 
Desaminoglutins haben würde; wir haben nämlich in der Lösung 
zwei Chloride, das salzsaure Desaminoglutin und die Salzsäure; 
nun ist aber nach Arrhenius der Dissoziationsgrad eines starken 
Elektrolyten bei Gegenwart eines andern starken, der mit diesem 
ein Ion gemeinsam hat (in unserem Falle das Chlorion), gleich dem 
Dissoziationsgrad, den er haben würde, wenn er für sich allein 
in einer solchen Konzentration anwesend wäre, die der Summe 
der Normalitäten des gemeinsamen Ions entspricht. 
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Um die gebundenen Chlorionen zu berechnen, müssen wir 
von der Gesamtkonzentration der zugesetzten Säure den ge- 
fundenen Wert der freien Chlorionen plus dem der undisso- 
ziierten freien HCl entsprechenden Anteil (Cacı — Сн) abziehen. 
Diese Werte für den gesamten ungebundenen Wasserstoff und 
das gesamte ungebundene Chlor der zugesetzten Säure sind in 
der vorletzten Rubrik der beiden Tabellen eingetragen. 

Nachstehend seien die den verwendeten HCl-Konzentra- 
tionen entsprechenden Werte des Dissoziationsgrades für reine 
НСІ angegeben, wie sie aus йеп Äquivalentleitvermögen be- 
rechnet werden können): 


0,05 n 
0,939 94 


0,03 n 


Konzentration der НСІ . 0,005 а |0,01 а | 0,02 n 
; 0,95038 


Dissoziationsgrad х . . 0,97615| 0,966 05 | 0,95823 








Tabelle II. 
Desaminoglutin + НСІ. Desaminoglutin in allen Lösungen 0,75°/,. 
Wasserstoffionenkonzentrationsbestimmung. 





Gebundener 





n-Konzen- | 

tration der л (рн?) Сн Сн CE 

Salzsäure x H 
х 






0,55910 == 
4,087.10—% 

























0,005 n 0,46042 
0,01 n 0,426 40 6,440.10- 
0,02 n 0,896 20 8,110.10- 
0,03 n 0,380 47 . 7,630. 10-3 
0,05 а 0,365 34 3,90.10—* 8,500. 10-3 
Tabelle Па. 
Chlorionenbestimmung. 
Sonst alles wie oben. 
n-Konzen- K Gebundenes 
tration der Са а С Chlor 
Salzsäure Cat Doc с) 










0,12704 | 2,3116 | 4,88.10-° 4,90 .10-—3 1,01.10—* 













п 0,11038 | 2,0248 | 9,44.10® 9,56.10—3 4,37.10* 
0,02 n 0,09467 | 1,7544 | 1,76.10—* 1,81.10—%# 1,89.10-—% 
0,03 а 0,088 56 | 1,5631 | 2,78.10-—% 2,84 .10-—°% 2,56 10- 
0,05 n | 0,07276 | 1,3773 | 4,19.10—* 4,48 .10-* 5,20. 10-3 


1) Siehe Tabelle S. 160 in Kohlrausoh-Holborn, Das Leitver- 
mögen der Elektrolyte. Leipzig 1898. 

D Die hier angegebenen Рд- und P.,-Werte haben, da alle Kon- 
zentrationen unter 1 n liegen, selbstverständlich ein negatives Vorzeichen, 
das jedoch durchwegs weggelassen wurde. 
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Die Ergebnisse der Tabellen II und Па sind in Fig. 1 
graphisch dargestellt. Auf der Abszissenachse sind die der zu- 
gesetzten Säure entsprechenden Konzentrationen, also die Zahlen 
der ersten Kolonne, aufgetragen, während auf der Ordinate 
der gebundene Wasserstoff bzw. das gebundene Chlor (в. die 
Zahlen der letzten Kolonne) aufgetragen sind. Die gestrichelte, 
unter 45° gezogene Linie gibt die Gesamtkonzentration der vor- 
handenen Salzsäure an, so daß aus der Zeichnung zugleich die 
Konzentration des jeweiligen freien Н bzw. Cl ersehen werden 
kann (gleich Abstand der Schnittpunkte einer Ordinate mit der 
gestrichelten Linie und der H- bzw. Cl-Kurve). 


003 





Gebundenes Н bzw. CI 


Fig. 1. 


Wir gelangen somit zu dem nach dem Ausfall des Reibungs- 
versuchs eigentlich etwas unerwarteten Ergebnis, daß das Des- 
aminoglutin trotz fehlender endständiger NH,-Gruppen HCl 
bindet, also ein salzsaures Salz zu bilden vermag. Wir sehen 
ferner, daß das Cl der Salzsäure in weit geringerem Maße ge- 
bunden wird als der Wasserstoff, woraus wir auf eine elektro- 
lytische Dissoziation des gebildeten Salzes in Chlorionen und 
positive Desaminoglutinionen schließen müssen. Das Maximum 
der Differenz zwischen gebundenem Cl und gebundenem Н muß 
dem Ionisationsmaximum entsprechen. Dieses Maximum liegt in 
unserem Versuche nahe bei 0,02 n-HCl (в. auch Tabelle ПІ. Be- 
merkenswert ist, wie aus der elektrometrischen Bestimmung der 
Wasserstoffionenkonzentration der mit reinem Wasser ohne Zu- 
satz von Säure verdünnten Desaminoglutinlösung hervorgeht, 


Versuche am Desaminoglutin. 425 


deren verhältnismäßig stark saure Reaktion, die auch mit 
Lackmus nachgewiesen werden konnte. Die Konzentration der 
freien H*-Ionen einer 0,75°/,igen reinen Desaminoglutinlösung 
betrug 1,79-10"® п 

Zum Vergleich sei noch eine Reihe von Wasserstoffionen- 
bestimmungen an einer gleich konzentrierten Glutinlösung mit- 
geteilt, aus der hervorgeht, daß die Bindung von Wasserstoff- 
ionen seitens des unveränderten Glutins bedeutend größer ist 
als von seiten des Desaminoglutins (Tabelle IIb und vgl. die 
gestrichelte Kurve in Fig. 1). 


Tabelle ПЬ. 
Glutin 4 Salzsäure. (Endkonzentration des Glutins: 0,75°/,.) 

















n-Konzen- | 

tration der) ` " Рн с, | В | N 

Salzsäure Volt | S | S 
0.01n | 0,45024 2,8734 | 1,34:10-= | 1,39.10-® | 862-10- 
0.02n | 040655 | 2,1214 | 7,56-10-2 | 789.10-: | 121.10-* 
0.05n | 0.37057 | 1,5020 | 3.15-10-® | 3'35.10-* | 165.10-* 








Da also das Desaminoglutinchlorid elektrolytisch dissoziiert 
ist, könnte es sich gegenüber alkoholartigen Fällungsmitteln ähn- 
lich verhalten wie die anderen Säureproteine; bei diesen (Albumin, 
Gelatine usw.) nimmt die Alkoholfällbarkeit bei steigendem Zu- 
satz von Säure ab, erreicht bei einer bestimmten Konzentration 
derselben ein Minimum, um bei weiterem Säureüberschuß wieder 
mit zunehmender Stärke aufzutreten. Das Fällungsminimum 
fällt mit dem auch durch ein Viscositätsmaximum gekennzeich- 
neten Maximum der Ionisation zusammen. 

Da Desaminoglutin von Äthylalkohol sowie von den anderen 
Alkoholen der Fettsäurereihe sehr wenig oder überhaupt nicht 
gefällt wird, wurde in den nun zu besprechenden Fällungs- 
versuchen eine konzentrierte wässerige Phenollösung verwendet, 
die schon in kleineren Mengen eine starke Ausfällung des puren 
Desaminoglutins bewirkt. Zur Verwendung gelangten die ana- 
logen 0,75°/,igen Lösungen, wie sie bei den elektrometrischen 
Bestimmungen benützt wurden. Die Lösungen mit den ver- 
schiedenen HCl-Konzentrationen wurden zu je 10 ccm in 
Eprouvetten von gleichem Kaliber gefüllt, zu jeder Probe 4 ccm 
konzentrierter Phenollösung zugesetzt und die entstandenen 
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Trübungen ihrem Grade nach verglichen. Das Versuchsergebnis 
ist aus Tabelle III zu ersehen. In der zweiten Rubrik der- 
selben ist die Differenz zwischen gebundenem H und gebun- 
denem Cl angegeben, wie sie sich aus den Tabellen II und Па 
berechnen läßt. Da nach Zusatz von 4 ccm Phenollösung die 
Konzentration der HCl etwas vermindert wurde, so ist in der 
dritten Rubrik die HCl-Konzentration nach Zusatz der Phenol- 
lösung eingetragen. Die letzte Rubrik gibt endlich den Grad 
der Ausfällung an. Ihr Grad ist in dieser und den späteren 
Tabellen nach folgendem Schema angedeutet: 


+++ feinkörnige Ausflockung, 

++ milchig undurchsichtige Ausfällung, 
++ milchig durchscheinende Ausfällung, 

+ + starke, noch durchscheinende Trübung, 


+ zarte Trübung, 

+  Opalescenz, 

+ schwache Öpalescenz, 
— klar. 


Tabelle III. 
Desaminoglutin 4 НСІ. Phenolfällung. 
10 cem der Versuchslösung wurden mit 4 ccm konzentrierter (5°/,ige) 
| Phenollösung versetzt. 


— — 


HCL- Gebundenes H | HCl-Konzentration 
minus nach Zusatz Grad der Fällung 
gebundenes Cl | der Phenollösung 


Konzentration 
















0,000 ++ 
0,005 п 0,0036 + + 
0,01 n 0,0071 ++ 
0,02 n 0,0143 + 
0,03 n 0,0214 Е Minimum 
0,05 n 0,0357 ES 
01 n 0,0714 ++ | 





Dieser Versuch zeigt, daß beim Desaminoglutin mit steigen- 
der Säurekonzentration ebenso wie bei den anderen Proteinen 
eine Abnahme der Fällbarkeit durch Phenol nachgewiesen werden 
kann, die bei einem Säuregehalt von 0,03n ein Minimum er- 
reicht, um dann neuerlich zuzunehmen. Unter Berücksichtigung 
der Verdünnung, die die Säurekonzentration durch Phenolzusatz 
erfährt, kommt dieses Minimum aber nahe bei 0,021 n-HCl zu 
liegen. Wohl wird das Desaminoglutin in demselben Maße 
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verdünnt, aber wie aus früheren Untersuchungen an Eiweiß- 
körpern!) bekannt ist, ist die Abnahme der Säurebindung bei 
Abnahme der Eiweißkonzentration durchaus nicht linear, sondern 
verdünntes Protein bindet relativ mehr Säure als konzentrier- 
teres. Das Maximum der lonisation liegt aber den elektro- 
metrischen Messungen zufolge nahe bei 0,02n-HCl. Wir können 
demnach sagen, daß auch beim Säuredesaminoglutin 
dem Maximum der lonisation (größter Differenz zwischen 
gebundenem Н und gebundenem Cl) ein Minimum der Fäl- 
lung entspricht. 

Zusatz von Neutralsalz zu elektrolytisch dissoziiertem Säure- 
protein bewirkt eine Abnahme der inneren Reibung, sowie 
Wiederkehr bzw. Zunahme der Fällbarkeit durch Hitze und 
Alkohol. Bei Zugabe von Neutralsalz zu Säuredesaminoglutin 
ist dagegen keine Änderung der Viscosität zu erwarten, da ja 
auch keine Erhöhung derselben durch den Säurezusatz erfolgte; 
daß dem in der Tat so ist, zeigt die Versuchsreihe in Tabelle IV. 
Die НСІ. Konzentration ist bei allen Bestimmungen dieser Tabelle 
die gleiche (0,01 п); es variiert bloß die Konzentration des Neu- 
tralsalzes, als welches NaNO, verwendet wurde. 


Tabelle IV. 
0,01n-HCl-Desaminoglutin 4 Natriumnitrat. 
Konzentration des Desaminoglutins in allen Lösungen са. 1°/,. 
Temp. 25°. Wasserwert (t,) = 526 Fünftelsekunden. 





Konzentration | Durchströmun t 
des NaNO, zeit (t) mi, Sek. ty 





Hingegen müßte wohl eine Zunahme der Fällbarkeit er- 
wartet werden. Der entsprechende Fällungsversuch (Tabelle V) 
wurde bei einer HCI-Konzentration von 0,03n ausgeführt, also 
jener Konzentration, der das Minimum der Phenolfällbarkeit 
entspricht. Die zweite Rubrik enthält die Konzentration des 
zugesetzten NaNO, nach der Verdünnung mit Phenollösung. 
Sonst gilt das bei Tabelle III Gesagte. 


D Manabe-Matula, diese Zeitschr. 52, 1913. 
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Tabelle V. 
0,03n-HCl-Desaminoglutin 4 Natriumnitrat. Phenolfällung. 10 оош der 


Versuchslösung wurden mit 4 ccm konz. Phenollösung versetzt. 


NaNO0,-Konzen- 


NaNO,-Kon- Grad der 


zentration 


tration n. Zusatz 
der Phenollösung Ausfällung 








0,000n 0,0000 n + 
0,005 n 0,0036 n ++ 
0,010n 0,0071 а + + 
0,020 n 0,0143 п + + 
0,050 n 0,0357 п + + 
0,100 n 0,0714 +++ 





Dieser Versuch zeigt, daß mit zunehmender Konzentration 
des zugesetzten Neutralsalzes tatsächlich eine, und zwar sehr 
bedeutende Zunahme der Fällbarkeit durch Phenol erfolgt. 
Während ohne Neutralsalz fast keine Fällung zu beobachten 
ist, ist die Flockung bei einer Konzentration von O,1n-NaNO, 
sogar stärker als beim HOI. freien, puren Desaminoglutin. 
Diese fällungsverstärkende Wirkung des Neutralsalzzusatzes zeigt 
sich nur beim Säuredesaminoglutin, denn Zusatz von NaNO, 
zu reinem Desaminoglutin bewirkt, wie in einem Kontrollver- 
such gezeigt werden konnte, keine nachweisbare Änderung der 
Fällbarkeit desselben durch Phenol. 

Allem Anschein nach beeinflußt Neutralsalzzusatz die Ioni- 
sation des Desaminoglutinsalzes im Sinne einer Verminderung, 
weshalb es von Interesse war, die Bindung des Ұазвегвіойв 
und des Chlors bei NaNO,-Zusatz zu untersuchen. Die ent- 
sprechende Versuchsserie wurde an Lösungen durchgeführt, 
deren Säurekonzentration konstant war und 0,02 п-НСІ betrug, 
während die Konzentration des zugesetzten NaNO, variierte. 
Die Resultate sind in den folgenden Tabellen VI und VIa 
verzeichnet und in Fig. 2 graphisch dargestellt. (Ordinate: ge- 
bundenes H bzw. Cl; Abszisse: NaNO,-Konzentration.) 

Aus diesen Tabellen geht hervor, daß mit steigendem Salz- 
zusatz eine Mehrbindung sowohl von Wasserstoff als von Chlor 
an das Desaminoglutin erfolgt. Die graphische Darstellung 
(Fig. 2) ergibt sehr flache Kurven, so daß dieselben innerhalb 
der verwendeten Konzentrationen ganz gut als Gerade betrachtet 
werden können; die Mehrbindung erfolgt also nahezu linear. 


Versuche am Desaminoglutin. 429 


Tabelle VI. 
0,02n-HCl-Desaminoglutin + Natriumnitrat. Desaminoglutin in allen 
Lösungen 0,75°/,. 
Wasserstoffionenbestimmung. 

















NaNO,- * Gebundener 
Konzen- Ca Wasserstoff 
tration Volt 0,02 n — Сис 
















0,39620 1,14-.10-? 8,11.10-3 












0,01 n 0,39463 1,21.10-* 7,35 - 10-3 
0,05n 0,39853 1,04.10-? 9,15.10-3 
0,10n 0,40098 9,44.10-® 1,02.10? 
Tabelle VIa. 
Dasselbe wie in Tabelle VI. 
Chlorionenbestimmung. 
NaNO,- АКА Gebundenes 
Konzen- d Pa | Ca Ka= Са Chlor 
tration Volt | + (Сне — Сн) 0,02 п — Cuo 
1,89. 10-8 
2,87.103 
6,06.10-® 
8,65.10-5 
ES 
x 
3 
= 
P 
0,01 005 81n Na 0 





Fig. 2. 


Aus Fig. 2 ist aber weiter zu ersehen, daß die Bindungszunahme 
für Chlor größer als für Wasserstoff ist; die beiden Kurven nähern 
sich einander. Dies heißt aber nichts anderes, als daß die 
elektrolytische Dissoziation eine Zurückdrängung er- 
fährt. Diese Zurückdrängung ist, wenn wir die beiden Kurven in 
Fig. 3 als Gerade ansehen, selbstverständlich auch linear, oder 
mit anderen Worten: die Zurückdrängung der elektrolytischen 
Dissoziation des salzsauren Desaminoglutins ist innerhalb der 
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verwendeten Salzkonzentration annähernd gerade proportional 
der Konzentration des zugesetzten Neutralsalzes. 

Aus der folgenden Tabelle VIb kann die Größe der Zu- 
rückdrängung der Ionisation zahlenmäßig ersehen werden, in- 
dem sich daselbst die aus den Tabellen VI und VIa berechneten 
Werte für die Differenz der Wasserstoff- und Chlorbindung 
angegeben finden. Wir sehen hieraus, daß die Zurückdrängung 
eine relativ bedeutende ist, denn diese Differenz vermindert 
sich um mehr als das Vierfache. 


Tabelle VIb. 
0,02n-HCl-Desaminoglutin + NaNO,. 
Dissoziationszurückdrängung. 


Differenz zwischen ge- 
эзгенин bundenem Wasserstoff 
und gebundenem Chlor 








0,10n 151.10- 


Es geht demnach der Fällungszunahme eine Abnahme der 
Ionisation parallel. Ob die Ionisationszunahme aber allein für 
die Fällungszunahme verantwortlich zu machen ist, läßt sich 
vorläufig nicht mit Sicherheit entscheiden. Einige Umstände 
scheinen auf die Mitbeteiligung eines zweiten Faktors hinzu- 
deuten. So ist zu bemerken, daß die Fällung bei Zusatz von 
0,1n-NaNO, zu 0,02n-HCl-Desaminoglutin intensiver ist als bei 
gewöhnlicher Desaminoglutinlösung ohne jedweden Säure- oder 
Salzzusatz; dies sollte aber nicht der Fall sein, wenn für die 
Stärke der Fällung allein der Grad der Dissoziation des Säure- 
proteins maßgebend wäre, denn die Zurückdrängung desselben 
durch den Salzzusatz ist ja, wie elektrometrisch nachgewiesen 
wurde, keine vollständige. Andererseits ist zu bemerken, daß 
wir es in beiden Fällen mit verschiedenen Neutralteilen, in 
einem mit undissoziierten Desaminoglutinchlorid, im anderen 
mit „neutralem“ Desaminoglutin zu tun haben. Für die Asso- 
ziation und Flockenbildung sind aber die konstitutiven Ver- 
hältnisse der Neutralteilchen sicher von großem Einfluß, 

Der direkte elektrometrische Nachweis der Dissoziations- 
zurückdrängung des Säuredesaminoglutins durch Neutralsalz ist 
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auch darum von Interesse, weil diese bei dem bisher allein in 
dieser Richtung untersuchten Albumin!) (bzw. Serum) nicht 
sicher beobachtet werden konnte, obgleich auch hier alle son- 
stigen zu beobachtenden Erscheinungen für eine Entionisierung 
des Proteinkomplexes sprachen und auch so gedeutet wurden. 


Versuche mit Alkali-Desaminoglutin. 


Nach dem in der Einleitung gegebenen Formelschema war 
anzunehmen, daß die Reaktion eines Eiweißkörpers mit Laugen 
nach seiner Desamidierung im wesentlichen in gleicher Weise 
erfolgen könnte, wie vor der Desamidierung. Dann wäre zu 
erwarten, daß die nach Laugenzusatz zu beobachtende Er- 
höhung der Viscosität von Eiweißlösungen?) auch beim Des- 
aminoglutin eintritt. 

Tabelle VII. 


Desaminoglutin 4 Natronlauge. 
Konzentration des Desaminoglutins in allen Lösungen са. 1°/,. 
Temp. 25°. Weasserwert (t) = 526 Fünftelsekunden. 


МаОН-К оп- Е ; Ы дег геіпеп 
Na0H-Lösungen 


zentration 





Die Viscositätsbestimmungen mit Desaminoglutin plus NaOH 
sind in der vorstehenden Tabelle VII niedergelegt. Da die 
Lösungen der Natronlauge für sich allein schon eine Viscosität 
aufweisen, die größer als die des reinen Wassers ist, so haben 
die erhaltenen t/t,-Werte eine Korrektion zu erfahren, indem die 
entsprechenden, um 1 verminderten Werte für die reinen NaOH- 
Lösungen von jenen abgezogen werden. Diese Korrektion geht 
sogar etwas zu weit, die wirklichen Werte liegen noch etwas 
höher. Da in den hier mitgeteilten Versuchen nur mit sehr 


1) Manabe-Matula, 1. о. 
DW Pauli und Н. Handovsky, diese Zeitschr. 24, 239, 1910. 
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verdünnten NaOH-Lösungen gearbeitet wurde, ist die auszu- 
führende Korrektion nicht bedeutend; nichtsdestoweniger sind 
die erhaltenen Werte in dieser Weise korrigiert worden, und 
so finden sich in der vorletzten Rubrik der folgenden Tabelle 
die Reibungswerte für die entsprechenden NaOH-Konzentra- 
tionen und in der letzten die etwas überkorrigierten, also & 
fortiori beweisenden t/t,-Werte angegeben. In Fig. 3 findet 
sich die entsprechende graphische Darstellung (Abszisse: NaOH- 
Konzentrationen, Ordinate: korrigierte t/t,-Werte). 


1250 — 

1200 

1750 

7,100 207 0,02 0,03 00% 0.05nNa0H 
Fig. 3. 


Der Zusatz von Natronlauge zu Desaminoglutin bewirkt 
also zunächst eine beträchtliche Erhöhung der Viscosität, die 
bei einer Laugenkonzentration von 0,01n ein Maximum er- 
reicht, um nun wieder abzusinken. Wir können also, wie dies 
Laqueur und Sackur für das Casein bei Laugenzusatz zuerst 
aufgestellt haben, annehmen, daß das Desaminoglutin mit Lauge 
ein Salz bildet, das elektrolytisch dissoziiert und dessen ne- 
gative Eiweißionen zur Erhöhung der Viscosität Veranlassung 
geben. Dem Maximum der Ionisation wird das Maximum der 
Viscosität entsprechen müssen. Es wäre zu erwarten, daß sich 
ähnlich wie bei anderen Eiweißkörpern und ähnlich wie beim 
Desaminoglutinchlorid ein paralleles Verhalten der Fällbarkeit 
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beobachten läßt, indem diese zunächst abnimmt, im Reibungs- 
maximum oder in der Nähe desselben ein Minimum erreicht 
und nun neuerlich mit zunehmender Stärke auftritt. Wie wir 
aber aus der folgenden Tabelle VIII entnehmen können, wird 
nur der erste Teil unserer Erwartung erfüllt. Zu den Fällungs- 
versuchen mit Desaminoglutin + NaOH ist zu bemerken, daß 
der Zusatz von 4 ccm konzentrierter Phenollösung nicht aus- 
reichend ist, um bei diesen Lösungen eine Fällung zu erzeugen, 
sondern es war nötig, die doppelte Menge, also 8 ccm des Phe- 
nols zu verwenden, um in 10 ccm der Untersuchungsflüssigkeit 
brauchbare Flockungen zu erzielen. 


Tabelle УШ. 
Desaminoglutin 4 Natronlauge. Phenolfällbarkeit. 
10 com der Versuchslösung wurden mit 8 com konzentrierter Phenol- 
lösung versetzt. 
Konzentration des Desaminoglutins in allen Lösungen 0,75°/,. 


| NaOH-Konzentra- 

NaOH- tion nach Zusatz ы 
Konzentration | von 8 ccm konz. | F&llungsgrad 
Phenollösung 





0,000n 0,0000 n ++ 
0,005 n 0,0028 п FT 
0,010n 0,0056 n + 
0,015 п 0,0083 n ++ 
0,020 n 0,0110 п ++ 
0,030 n 0,0170 п + 
0,050 n 0,0280 п + 
0,100 п 0,1560 п — 
0,200 п 0,1110п — 


Ganz analoge Resultate gibt die viel schwächere Base 
Ammoniak, wie dies aus umstehender Tabelle VIIIa zu er- 
sehen ist. 

Aus diesen Fällungsversuchen geht hervor, daß mit stei- 
gender Konzentration der Natronlauge oder des Ammoniaks 
die Fällung abnimmt und schließlich vollständig verschwindet, 
um auch bei Herstellung selbst noch weit höherer Konzentra- 
tionen, als in diesen beiden Tabellen angegeben, nicht mehr 


aufzutreten; bei höheren Laugenkonzentrationen vermögen auch 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 28 
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größere Mengen von Phenol, als hier verwendet wurden, keine 
Ausfällung mehr hervorzurufen. Dieses Verhalten ist gänzlich 
verschieden von jenem des Säuredesaminoglutins oder von jenem 
des Säureglutins sowie von jenen in dieser Richtung unter- 
suchten Alkaliverbindungen genuiner Proteine, die alle in der 
Nähe des Viscositätsmaximums ein Minimum der Fällbarkeit 
aufweisen (К. Schorr). Eine Erklärung dieser Erscheinung 
wird sich noch unten ergeben. 


Tabelle VIIIa. 
Desaminoglutin + Ammoniak. 
Sonst alles wie in Tabelle VIII. 
— NH,-Konzentra- 
NH. tion nach Zusatz z 
Könsentration von 8 ccm konz. Fällungsgrad 
Phenollösung 





0,000n 0,0000 n +++ 
0,005n 0,0028 п FPEF 
0,010 n 0,0056 n ++ 
0,020 n 0,0110 n — 
0,050n 0,0280 n + 
0,100 n 0,0555 n + 
0,300n 0,1666 п — 
0,500 n 0,2777 n — 


Die elektrometrische Untersuchung дег Alkalibindung muß 
sich leider auf die Bestimmung der Hydroxylionen beschränken, 
da bis jetzt keine passende elektrometrische oder anderweitige 
Methode besteht, die freien Natrium- oder Kaliumionen 
quantitativ zu bestimmen. Auf einen direkten Nachweis der 
Ionisation und ihrer Größe bei den betreffenden Salzen mußte 
daher verzichtet werden. 

Die elektrometrische Bestimmung der Hydroxylionen ge- 
schah einfach in der Weise, daß die Wasserstoffionenkonzen- 
tration der Untersuchungslösung bestimmt wird; da das Pro- 
dukt aus Wasserstoffionenkonzentration mal Hydroxylionenkon- 
zentration eine Konstante, und zwar gleich 10-1414 ist, konnte 
die Hydroxylionenkonzentration auf Grund dieser Beziehung 
berechnet werden: 
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Eine derartige Versuchsreihe über die Hydroxylionenbin- 
dung ist in der folgenden Tabelle IX wiedergegeben. In der 
zweiten Rubrik finden sich die Dissoziationsgrade der entspre- 
chenden reinen Natronlauge, die zur Berechnung der in der 
vorletzten Rubrik enthaltenen Konzentrationen der gesamten 
freien NaOH dienten. In höheren Konzentrationen müssen die 
Bestimmungen rasch ausgeführt werden, da die Bindung nur 
kurze Zeit konstant bleibt und sich hierauf in einer noch zu 
besprechenden Weise zeitlich ändert. 


Tabelle IX. 
Desaminoglutin + Natronlauge. 
Desaminoglutin in allen Lösungen 0,75°/,. 
Hydroxylionenbestimmung. 















Gebundenes 
Konzen- | Р NaOH 


n— Сн,он 


5,00.10—# 








0,010 р |0,91578|0,94260|11,348 |2,792 |1,62- 10-2 824.10- 
0,015 n |0,9088910,97043111,482 |2,658 |2,20. 10- 1.26.10-2 
0.020 n |0,9020210,98755!12,121 |2,019 19,58. 10-2 9,50.10—5 
0.030 п |0,88828[1,00147[12,361 [1,779 [1,66-10-* 1713-10- 
0,050 р |0,86995!1,01610112,618 [1,527 |2,97.10—* 1,58.10-* 


Die graphische Darstellung dieser Ergebnisse zeigt Fig. 4 
(Abezisse: zugesetztes NaOH, Ordinate: gebundenes NaOH.) 


403 d 


Gebundenes NaOH 
® 


$ 


0017 002 003 0,04 0,05NadH 


28* 
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Aus diesen Versuchen ergibt sich eine allmähliche Zu- 
nahme der OH-Bindung!) mit Steigerung der NaOH-Konzen- 
tration. Vor allem bemerkenswert ist die vollständige Bin- 
dung in niederen Konzentrationen. So erfolgt bei einer NaOH- 
Konzentration von 0,005 n eine derartig starke Bindung, daß 
die Reaktion der Flüssigkeit noch auf die saure Seite des 
Neutralpunktes zu liegen kommt; die Wasserstoffionenkonzen- 
'tration dieser Lösung beträgt nämlich noch 107590; eine der- 
artige Lösung läßt selbstverständlich Phenolphthalein noch un- 
gefärbt, die Reaktion gegen Lackmus ist sehr schwach sauer 
oder neutral. Die Bindung des OH erweist sich aber auch in 
den höheren Konzentrationen stärker als die entsprechende 
H-Bindung bei Salzsäure. 

Vergleichen wir die Resultate dieser Versuchsreihe mit 
den oben mitgeteilten Fällungsversuchen am Alkalidesamino- 
glutin, so sehen wir, daß die Fällbarkeitsabnahme parallel zur 
OH-Bindung verläuft. Da eine Beziehung der Fällbarkeit zur 
Ionisation vorderhand nicht erkennbar ist, liegt der Gedanke 
nahe, anzunehmen, daß Desaminoglutin, das Lauge gebunden 
hat, ganz abgesehen von einer etwaigen Ionisation durch Phenol, 
nicht mehr fällbar ist. Wie in der Folge noch gezeigt werden 
wird, hat diese Annahme große Wahrscheinlichkeit für sich, 
wenngleich sicherlich auch noch andere Faktoren, wie z. B. 
die Ionisation, eine Rolle spielen können. 

Wie ein Blick auf Fig. 4 lehrt, liegen die den höheren 
Konzentrationen entsprechenden Kurvenpunkte etwas unregel- 
mäßig, so daß ihre Verbindung durch eine kontinuierliche 
Kurve nicht möglich ist. Dies steht, wie oben schon erwähnt, 
mit der zeitlichen Änderung der OH-Bindung in Zusammen- 
hang. Die OH-Bindung bleibt nämlich nur kurze Zeit kon- 
stant, worauf sie beständig zunimmt, um schließlich nach 
mehreren Stunden ihre Grenze zu erreichen (Tabelle X). 


1) Der Ausdruck OH-Bindung ist eigentlich nicht ganz exakt, da 
das OH nach dem obigen Schema nicht vom Protein gebunden wird, 
sondern mit dem H einer sauren Gruppe sich zu H,O verbindet; man 
sollte besser von einem Verschwinden des OH sprechen. Da die Aus- 
drucksweise nicht mißverständlich ist, wurde sie des öfteren im folgen- 
den gebraucht. 
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| Tabelle X. 
0,01 n-NaOH Desaminoglutin. OH-Bindung. 


| л | | dë GE 
— Pa | Pon Сон Craon = —_— nes ӦН 


Unmittelb. nach 












Herstellung der 
Mischung . .|0,94260|11,384 |2,792|1,61-10-°| 1,76.10-—: |8,24-10-? 
Dieselb. Mischg. 
nach 16 Std. |0,89696|10,562 3,578|2,65.10-+| 2,88.10—< |9,71-.10-® 


Wenn nun tatsächlich die oben angegebene Beziehung 
zwischen Phenolfällbarkeit und OH-Bindung besteht, so müßte 
die Fällbarkeit ein und derselben Lösung mit der Zeit eine 
Abnahme erfahren, d. h. eine frisch hergestellte Lösung von 
Alkali-Desaminoglutin müßte stärker gefällt werden, als eine 
gleich konzentrierte, die schon längere Zeit gestanden ist. Daß 
dies in Wirklichkeit der Fall ist, lehrt der in Tabelle XI wieder- 
gegebene Versuch. 


Tabelle ХІ. 
0,01 n-Na0OH-Desaminoglutin. Phenolfällung. 
6 ccm der Lösung wurden mit 5 ccm konz. Phenollösung versetzt. 


|Fältungsgrad 
Frisch hergestellte Lösung ..... ++ 
Vor 16 Stunden hergestellte Lösung . 








Die nun folgenden Versuche beschäftigen sich mit der 
Wirkung von KNeutralsalzen auf das Alkali-Desaminoglutin. 
Neutralsalzzusatz zu einem Laugenprotein bewirkt ganz analoge 
Erscheinungen, wie der Zusatz zu Säureprotein: Abfall der 
inneren Reibung, Wiederkehr der Koagulation durch Hitze und 
Alkohol usw., alles Erscheinungen, die sich zumindest teilweise 
in enge Beziehungen zur Ionisation des Eiweißsalzes bringen 
Іаввер 1). In Tabelle XII (und Fig. 5) sei zunächst eine Ver- 
suchsreihe über Beeinflussung der Viscosität durch Zusatz von 
Natriumnitrat wiedergegeben. 


1) Pauli und Handovsky, diese Zeitschr. 24, 239, 1910. 
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Tabelle ХП. 
Viscosität von 0,01 n-Na0H-Desaminoglutin + NaNO,. 
Konzentration des Desaminoglutins in allen Lösungen ca. 1%/,. 
Temp. 259. Wasserwert (t,) = 526 Fünftelsekunden. 











Durchflußzeit 


NaNO,- | 
in 1/„ Sek. 


Konzentration 








1,2243 


0,005 п 1,2053 1,2031 
0,010n 1,1939 1,1917 
0,030 n 1,1806 1,1784 
0,050 n 1,1730 1,1708 


2750 


SC 007 008 a 00% G0snNahls 


Fig. 5. 


Die Viscosität des Alkali-Desaminoglutins wird durch 
Neutralzusatz demnach in ganz analoger Weise wie die der 
anderen Alkaliproteine erniedrigt, was durch eine Zurück- 
drängung der elektrolytischen Dissoziation des entstandenen 
Eiweißsalzes erklärt werden könnte. 

Es fragt sich nun, ob die Phenolfällbarkeit zu diesem 
Verhalten eine Parallele zeigt, indem auch sie eine Zunahme 
erfährt; nach dem abweichenden Ergebnis des Fällungsversuches 
bei wechselndem Alkalizusatz war dies nicht unbedingt zu er- 
warten, und da, wie wir gesehen haben, zwischen Fällbarkeit 
und OH-Bindung wahrscheinlich die soeben dargelegte Be- 
ziehung besteht, konnte auch die Art und Weise, wie der Zu- 
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satz von Neutralsalz die OH-Bindung beeinflußt, für die Fällung 
bei Gegenwart eines Neutralsalzes von Bedeutung sein. Bevor 
wir also zur Besprechung der Fällungsversuche bei Gegenwart 
von Neutralsalz übergehen, wollen wir zunächst die experi- 
mentelle Beantwortung der Frage versuchen, ob und wie die 
Anwesenheit von Neutralsalz auf die NaOH-Bindung des Des- 
aminoglutins wirkt. 

Es wurden zu diesem Zwecke eine Serie von Hydroxyl- 
ionenmessungen an Desaminoglutinlösungen ausgeführt, deren 
Na0OH-Gehalt konstant 0,01 п betrug, während die Konzen- 
tration des zugesetzten Neutralsalzes (ROU variiert wurde. Die 
erhaltenen Resultate sind in Tabelle XIII wiedergegeben. 


Tabelle XIII. 
0,01 n-NaOH-Desaminoglutin + КС]. 
Desaminoglutin in allen Lösungen 0,75°),. 


e 


Gebundenes 
OH 
x 10,01n-Cx.on 


0,00 п sofort | 0,94260 | 11,348 [2,792 | 1,615-10-— | 1,76-.10-? | 8,24.10-? 


0,01n | sofort |0,93360 | 11,193 | 2,947 | 1,13 -10-* | 1,23.10-2 | 8,77.10-® 














0.05 sofort | 0,92460 | 11,038 | 3,102 | 7,91 .10—* | 8,61-10-® | 9,14-.10-° 
| d 16% 00° |0,90414 | 10,686 | 3,454 | 3,51 .10—* | 3,83-.10-* | 9,62.10-3 
Ob 15’ |0,92436 | 11,034 | 3,106 | 7,84 .10—* | 8,54.10—* | 9,15-10-? 
0,10n 08 45’ | 0,92124 | 10,980 | 3,160 | 6,92 .10—* | 7,54.10-* | 9,25.10-3 
4% 00’ | 0,91445 | 10,863 | 3,277 | 5,27 -10—* | 5,76-10-* | 9,94-10-3 

















Dieser Versuch zeigte zunächst, daß nach Zusatz von Salz 
(abgesehen vielleicht von jener Lösung, in der die KCI-Kon- 
zentration bloß 0,01 n betrug) keine konstanten Werte erhalten 
werden konnten, sondern daß die OH Bindung beständig zu- 
nahm. Die OH-Bindung war bei den mit Salz versetzten 
Proben aber auch von allem Anfange größer als bei der 
neutralsalzfreien Kontrollösung. Dabei ist zu bedenken, daß 
die Zeit von der Herstellung der Lösung an bis zur ersten 
Messung mindestens 15 Minuten währte und demnach die An- 
fangswerte viel höher gelegen sind und allem Anschein nach 
in die Nähe des Wertes für die Vergleichslösung fallen. Im 
Wesen geht ja der nämliche zeitliche Vorgang der zunehmen- 
den Bindung, wie schon gezeigt wurde, auch in der neutral- 
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salzfreien Lösung vor sich (siehe Tabelle X), nur ist die Ge- 
schwindigkeit, mit welcher derselbe verläuft, in letzterem Fall 
geringer. Genaueren Aufschluß über die Geschwindigkeit der 
Zunahme der OH-Bindung in salzhaltiger und salzfreier Lösung 
geben die beiden folgenden Tabellen XIV und XIVa, sowie 
die ihnen entsprechenden Kurven in Fig. 6. 


Tabelle XIV. 
0,01 n-Na0OH-Desaminoglutin. 
Verwendete Desaminoglutinkonzentration etwas größer als in den 
früheren elektrom. Versuchen. 










Gebundenes 
OH 
0,01 == Сх ОН 










3,027 | 9,88. 98. 
30’ 0,93078 | 11,144 | 2,996 | 1,01. 10? 8,89.10-® 
1 00° [0,93074 | 11,143 | 2,997 | 1,01. 10-? 8,89.10® 
12 45’ 10,92418 | 11,031 | 3,109 | 7,77.10—* 9,15.10—% 
2% 45” |0,91890 | 10,940 | 3,200 | 6,80.10—* 9,31.10-* 
17> 00’ 10,88836 | 10,414 | 3,726 | 1,87.10-* 9,79.10-—* 
17> 30° 10,88836 | 10,414 | 3,726 | 1,87.10-* 9,79.10-* 


Tabelle XIVa. 
0,01 n-NaOH-Desaminoglutin + 0,05 n-KCl. 
Dieselbe Desaminoglutin-Konzentration wie in Tabelle XIV. 





nn С Gebundenes 
Pe Рон Сон Cx — OH 

stellung de Маон "o 

Mischung 0,01—Сх,он 
15’ 0,89614 | 10,548 | 3,592 | 2,55 DN D en 2,79.10— | 9,72.10-® 
30’ 0,88910 | 10,427 | 3,713 | 1,93. 104 2,11.10—* | 9,78-.10-° 
18 15’ 10,88360 | 10,332 | 3,808 | 1,55: 10-4 1,70:10-* | 9,88.10-® 
25 25° 10,87140 |, 10,122 | 4,017 | 9,60.10—5 1,04-10-* | 9,89.10-2 
6» 10’ 10,87342 | 10,157 | 3,983 | 1,04.10-—* 1,14.10— | 9,88.10—3 
6» 30’ 10,87342 | 10,154 | 3,986 | 1,03-10-* 1,18.10—* | 9,89.10-3 
6 55’ 10,87383 | 10,164 | 3,976 | 1,06-10-* 1,15:10-* | ET DN Lu e 


In Fig. 6 wurde es vorgezogen, ап Stelle der gebundenen 
OH-Mengen die den betreffenden Lösungen entsprechenden 
elektromotorischen Kräfte aufzutragen, da auf diese Weise die 
bestehenden Differenzen deutlicher zum Ausdruck kommen. 
Ein Absinken der elektromotorischen Kraft bedeutet bei dieser 
Kurve eine Zunahme der freien Wasserstoflionen, demnach eine 
Abnahme der freien Hydroxylionen oder einen Anstieg der 
gebundenen Hydroxylmengen. 


— — — nn = 
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Aus diesem Versuche ist also zu ersehen, daß das mit 
Neutralsalz versetzte Desaminoglutin erstens mehr OH bindet 
als das salzfreie, und daß die zeitliche Zunahme dieser OH- 
Bindung in ersterem Falle bedeutend rascher erfolgt. Im ersten 
Moment nach Herstellung der Mischung scheint, wie die gra- 
phische Extrapolation der in Fig. 6 dargestellten unteren Kurve 


) 

\ 

і 

\ 

\ ohne Neutralsalg 
\ 










Eens ——— _ 
nach 17 Stunden 
0,880 
mt Neutralsalg 
0870 
Ä 3 5 6 
Stunden 
Fig. 6. 


ergibt, die Größe der OH-Bindung in beiden Lösungen nahezu 
gleich zu sein. Die Geschwindigkeit der Zunahme der OH- 
Bindung hat also bei der mit Neutralsalz versetzten Lösung 
allem Anschein nach unmittelbar nach der Herstellung ihren 
größten Wert. 

Wie wir oben gesehen haben, geht mit Zunahme der ОН- 
Bindung die Fällbarkeit immer mehr verloren. Wie wird sich 
nun aber die Fällbarkeit eines Alkali-Desaminoglutins bei Zusatz 
von Neutralsalz verhalten? Bei einem genuinen Alkaliprotein 
wird die Fällbarkeit durch Neutralsalzzusatz wieder restituiert 
(Pauli und Handovsky); beim Desaminoglutin verursacht 
Salzzusatz eine vermehrte Bindung von OH, die einer Fällung 
entgegenwirkt; anderseits könnte der Salzzusatz zugleich jenen 
fällungsfördernden Einfluß wie bei den anderen mit Lauge ver- 
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setzten Eiweißkörpern entfalten. Das Ergebnis müßte also von 
dem jeweiligen Überwiegen der einen oder anderen Komponente 
abhängig sein. Die ausgeführten Versuche zeigen tatsächlich, 
daß die Verhältnisse bei der Fällung des mit Salz versetzten 
Alkali-Desaminoglutins ziemlich verwickelt sind. (Tabelle XV.) 


Tabelle XV. 
0,01n-NaOH-Desaminoglutin + Nah, Phenolfällung. 
Zu 10 ccm der Lösung wurden 8 ccm konz. (5°/,ige) Phenollösung 
zugesetzt. 


NaNO,-Konzentration | Grad der Fällung 





Viel höhere Laugenkonzentrationen als 0,01n konnten 
nicht zur Anwendung kommen, da sonst keine oder nur un- 
genügende Fällungen zustande kommen. 

Wie aus dem Versuch in Tabelle XV zu ersehen ist, be- 
wirkt der Neutralsalzzusatz (solange die Salzkonzentration noch 
gering ist) fast keine Änderung; in manchen Versuchen ließ 
sich sogar eine unzweifelhafte Zunahme der Fällbarkeit fest- 
stellen. Überschreitet aber die Konzentration des zugesetzten 
Salzes 0,02n, so nimmt die Fällung ab, um schließlich voll- 
ständig zu verschwinden. Geht man aber mit der Salzkonzen- 
tration noch weiter hinaus bis In und mehr, so tritt eine 
neuerliche Fällung auf. Diese zu beobachtende Abnahme 
könnte ja durch die Mehrbindung der OH-Ionen verursacht 
sein; wie wir aber aus dem Versuch in Tabelle VIII ersehen 
können, läßt sich noch eine, wenn auch sehr geringe Fällung 
bei einer Konzentration von 0,05n NaOH beobachten, der eine 
OH-Bindung von 0,015 п entspricht, während in dem von uns 
in Tabelle XV wiedergegebenen Versuche das Bindungsmaximum 
0,01n keinesfalls überschreiten kann. Die Zunahme der OH- 
Bindung kann also die Abnahme der Fällung wohl unterstützen, 
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in der Hauptsache müssen hier noch andere, bis jetzt nicht 
bekannte Faktoren wirksam sein. 

In Hinsicht auf die uns sehr interessierende Frage, ob 
die Neutralsalze die Ionisation oder, vielleicht besser ausgedrückt, 
die durch die Ionisation hervorgerufenen Eigenschaftsänderungen 
beeinflussen, wäre es interessant, die Verhältnisse unter solchen 
Bedingungen zu untersuchen, bei denen der eine komplizierende 
Faktor, nämlich die Mehrbindung von OH, ausgeschlossen ist. 
Wir haben oben gesehen, daß bei einer NaOH-Konzentration 
von 0,005n alles OH gebunden erscheint, so daß die Reaktion 
der Flüssigkeit sogar schon auf die saure Seite des Neutral- 
punktes zu liegen kommt. In diesem Falle kann also eine 
Mehrbindung von OH nicht mehr erfolgen, und es wäre zu 
erwarten, daß hier die Wirkungen des Neutralsalzzusatzes etwas 
klarer hervortreten sollten. 

Ein derartiger Versuch mit einer Konzentration von 
0,005n bei Zusatz von Neutralsalz (Natriumnitrat bzw. Kalium- 
chlorid) ist in den beiden folgenden Tabellen XVI und XVIa 
enthalten. 


Tabelle XVI. 


0,005n-NaOH-Desaminoglutin +4 Natriumnitrat. Phenolfällung. 
10 ccm der Mischung wurden mit 8 com konz. Phenollösung versetzt. 
NsaOH-Konzentration nach der Verdünnung mit Phenol: 0,00277n. 


— — 


NaNO,-Konzentration | Grad der Fällung 


0.000 n 
0,005n 
0,010n 
0,025 п 
0,050 п 
0,200 n 
0,500 n 
1,000 р 
2,000 n 





Im Prinzip zeigen diese Versuche dasselbe wie der Ver- 
such in Tabelle XV. Zwei Umstände sind aber erwähnenswert: 
Erstens läßt sich, was im vorigen Versuch nur schwer 
oder nicht zu beobachten war, zunächst eine deutliche Zunahme 
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Tabelle XVIa. 
0,005 n-NaOH-Desaminoglutin -+- Kaliumohlorid. Phenolfällung. 
10 com der Mischung wurden mit 8 cem konz. Phenollösung versetzt. 


KCl-Konzentration Grad der Fällung 





der Fällung feststellen. Im Versuch in Tabelle XV wirkt einer 
derartigen Zunahme die gleichzeitig vermehrte Bindung des 
OH entgegen, die eine Fällungsverminderung herbeizuführen 
trachtet. Hier kann es zu einer Mehrbindung von OH nicht 
kommen, und daher tritt jener Teil der Salzwirkung, der 
die Fällung zu verstärken trachtet (vielleicht Zurückdrängung 
der elektrischen Dissoziation des alkalischen Eiweißsalzes?), 
deutlich hervor. Trotz alledem kommt es bei weiterer Erhöhung 
der Salzkonzentration zu einer Fällungsabnahme (ein Beweis, 
daß die durch Salz bewirkte Fällungsabnahme nicht bloß durch 
die Zunahme der OH-Bindung verursacht wird) und schließlich 
bei sehr hohen Konzentrationen zu einem neuerlichen Auf- 
treten der Fällung. 

Zweitens ist zu bemerken, daß das Minimum der Fäll- 
barkeit in diesem Falle bei viel höheren Konzentrationen des 
zugesetzten Salzes gelegen ist; dies ist in guter Übereinstimmung 
mit der Auffassung, daß OH-Bindung fällungshindernd wirkt 
und in unserem Falle also einen parallelen Vorgang unterstützen 
müßte; bei der 0,005n-NaOH-Lösung kann aber keine Mehr- 
bindung von OH stattfinden, der fällungshindernde Einfluß ist 
nicht mehr so groß wie im Versuch der Tabelle XV, und das 
Minimum der Fällung tritt daher später auf. 

Bei der Fällung von Alkali-Desaminoglutin durch Phenol 
ist aber auch auf den folgenden wichtigen Umstand Rücksicht 
zu nehmen. Das Phenol als (wenn auch äußerst schwach dis- 
soziierte) Säure neutralisiert, wenn es der alkalischen Des- 
aminoglutinlösung zugesetzt wird, sicher einen Teil der NaOH, 
und es läßt sich hier der Einwand machen, daß das merk- 
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würdige Verhalten des alkalischen Desaminoglutins gegenüber 
dem Phenol auf Rechnung seiner neutralisierenden Eigen- 
schaften zu setzen ist. 

Um diesem Einwand zu begegnen, wurden einige Kontroll- 
versuche ausgeführt, in denen die zur Fällung verwendete 
Phenollösung mit tropfenweise zugesetzter, ziemlich konzen- 
trierter Natronlauge bis zur schwach alkalischen Reaktion ver- 
setzt wurde. Diese Kontrollen betrafen eine Versuchsserie mit 
wechselndem Laugengehalt (Parallelversuch zu VIII), sowie zwei 
Versuchsserien bei konstantem Laugenzusatz und wechselndem 
Zusatz von Neutralsalz (Parallelversuch zu den Tabellen XV 
und ХУІ. Die Ergebnisse dieser Kontrollversuche finden 
sich in den drei folgenden Tabellen XVII, ХУПа und XVIIb 
zusammengestellt. 

Diese Tabellen zeigen nun, verglichen mit den ihnen ent- 
sprechenden oben mitgeteilten Tabellen, nichts wesentlich Neues. 
Hervorzuheben ist zunächst, daß zur Erzielung genügender 
Fällungen noch größere Phenolmengen nötig sind als in den 
früheren Versuchen. 


Tabelle XVII. 
Desaminoglutin -+ Natronlauge. Phenolfällbarkeit. 
6 ост der Versuchslösung wurden mit 6 com konzentrierter und 


schwach alkalisch gemachter Phenollösung versetzt. Konzentration 
des Dessaminoglutins in allen Lösungen 0,75°/, (vgl. Tabelle УШ). 





б Na0H-Konzentre- 

NaOH- tion nach Zusatz 2 
Konzentration | von 6 com дег | Fallungsgrad 
Phenollösung !) 





0,000 n 0,0000n ++ | 
0,005n 0,0025n TE | 
0,010n 0,0050n +. 
0,020n 0,0100n + |! 
0,050n 0,0250 n Spur || 
0,100n 0,0500n = | 
0,500n 0,2500n = | 
1,000 n 0,5000 п _ 


1) Der kleine NaOH-Überschuß der neutralisierten Phenollösung 
wurde hierbei nicht in Rechnung gezogen. 
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Tabelle XVIIa. 
0,01 n-NaOH-Desaminoglutin + КС]. Phenolfällung. 
Sonst alles wie in obiger Tabelle (vgl. Tab. XV). 


Fällungsgrad 









KC] KCl-Konzentration 
— nach Zusatz von 
Konzentration 6 ccm Phenollösung 


Tabelle XVIIb. 


0,005 n-Na0OH-Desaminoglutin + КС]. Phenolfällung. 
Sonst alles wie in voriger Tabelle (vgl. Tab. XVIa). 


KC- KCl-Konzentration 


Kansentratiän nach Zusatz von | Fällungsgrad 


6 ccm Phenollösung 





0,00n 0,000n +++ 
0,01n 0,005n +++ | 
0,05n 0,025 n ++ 
0,10n 0,050 n Р 
0,20n 0,100n +++ | 
0,30n 0,150n +++ | 
0,40n 0,200 n +++ | 


Der Versuch in Tabelle XVII ist nahezu identisch mit 
jenem in Tabelle УШ. Zu den Versuchen mit Neutralsalz- 
zusatz (Tabelle XVIIa und XVIIb) ist zweierlei zu bemerken: 
erstens tritt das Fällungsminimum, wie auch vorauszusehen ist, 
bei etwas niedrigeren Salzkonzentrationen auf als in den Ver- 
suchen, wo eine reine Phenollösung als Fällungsmittel ver- 
wendet wurde, denn die neutralisierte bzw. schwach alkalisch 
gemachte Phenollösung bindet nichts von der dem Glutin zu- 
gesetzten Natronlauge weg, die Laugenbindung an das Protein 
kann nun in ausgiebigerem Maße erfolgen und das Fällungs- 
minimum kommt früher zustande. Zweitens aber ist hier die 
in Tabelle ХУІ und XVIa zu beobachtende anfängliche Fällungs- 
zunahme nicht mehr zu bemerken, sondern der Fällungsgrad 
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nimmt sofort bis zur Erreichung des Fällungsminimums all- 
mählich ab. Wir müssen daher diese anfänglich zu beobach- 
tende Zunahme der Fällung auf die neutralisierende Eigen- 
schaft der reinen Karbolsäure zurückführen, wodurch die er- 
örterte Möglichkeit einer Beziehung zur elektrolytischen Disso- 
ziationszurückdrängung des gebildeten Proteinsalzes durch das 
Neutralsalz hinfällig wird. 

Schließlich sei noch anhangsweise die Frage der hydroly- 
tischen Dissoziation des Desaminoglutinchlorids behandelt. Um 
das Vorhandensein oder die Anwesenheit einer solchen nach- 
zuweisen, wurde der folgende Weg eingeschlagen. Es wurde 
in einer mit Salzsäure versetzten Lösung von Desaminoglutin 
(die Konzentration der Salzsäure betrug ungefähr 0,01n) die 
Konzentration an freien Wasserstoflionen elektrometrisch be- 
etimmt. Nun wurde diese Lösung mit destilliertem Wasser 
genau aufs Doppelte verdünnt, eine weitere Probe genau auf 
das Vierfache verdünnt und nun in allen diesen Lösungen die 
freie H-Ionenkonzentration bestimmt. Findet keine hydrolyti- 
sche Dissoziation statt, so muß die Konzentration an freien 
Wasserstoffionen gleich der Hälfte bzw. gleich dem vierten Teile 
der Ausgangslösung sein; im gegenteiligen Falle muß sie sich 
gegen diese Werte als vermehrt erweisen. Ein derartiger Ver- 
such ist in folgender Tabelle XVIII wiedergegeben: 


Tabelle ХУШ. 


Die Ausgangslösung 0,01 n-HCl-Desaminoglutin wird um das Doppelte 
bzw. das Vierfache mit dest. Wasser verdünnt. 


Versuchslösung л Рн Сн (gef.) | Си (бег) ` 


Stammlösung . . . . | 0,42320 | 2,4077 0,003911 
Verdünnt 1:1 . . .1 0,44060 | 2,7074 0,001 961 0,001 955 
Verdünnt 1:3 . . .] 0,46121 | 3,0621 0,000 867 0,000 977 


Die Werte der letzten Rubrik dieser Tabelle sind durch 
Division der Wasserstoffionenkonzentration der Ausgangslösung 
durch 2 resp. durch 4 erhalten worden. Wie zu ersehen ist, 
stimmen die gefundenen Werte mit den berechneten gut über- 
ein, auf keinen Fall läßt sich eine höhere Wasserstoffionen- 
konzentration als die berechnete nachweisen. Wir können 
demnach sagen, daß das salzsaure Desaminoglutin keiner 
nachweisbaren hydrolytischen Dissoziation unterliegt. 
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Untersuchungen über das physikalische Verhalten des 
Desaminoglutins im isoelektrischen Gebiete sollen einer späteren 
Gelegenheit vorbehalten bleiben. 


Diskussion der Ergebnisse. 


Für die zu Beginn aufgeworfene Frage nach den konstitutiven 
Verhältnissen der Eiweißsalze erscheinen die Beobachtungen 
am Desaminochlorid von besonderer Wichtigkeit; die Versuche 
am mit Alkali versetzten Desaminoglutin haben ein mehr spe- 
zielles Interesse, denn für die Alkalibindung sind ja die Be- 
dingungen im Wesen dieselben wie bei den übrigen Eiweiß- 
körpern, und hier sind die Versuchsresultate am Desamino- 
glutin von gleichem Charakter wie die an anderen, insbesondere 
stärker sauren Proteinen, z. B. Casein, erhaltenen. 

Welche Folgerungen lassen sich nun aus den hier be- 
schriebenen Versuchen am mit Salzsäure versetzten Desamino- 
glutin in bezug auf die Säurebindung des genuinen nichtdes- 
amidierten Proteins ableiten? Zunächst konnte festgestellt 
werden, daß trotz der Abwesenheit von endständigen 
Aminogruppen eine Bindung der Salzsäure erfolgt; 
daraus läßt sich schließen, daß auch beim genuinen bzw. nicht- 
desamidierten Eiweiß eine Bindung an den binnenständigen 
Stickstoff der Peptidbindung (denn dieser wird außer den NH,- 
Gruppen in erster Linie für eine Säurebindung in Betracht 
kommen) erfolgen kann. 

Es fragt sich aber nun, ob dies der einzige Modus der 
Säurebindung ist, oder ob etwa die Säurebindung an das ge- 
nuine Eiweiß einen gemischten Typus aufweist. · Theoretisch 
ist gewiß das letztere anzunehmen, und es ist auch durchaus 
nicht einzusehen, warum die Eiweißkette von Aminosäuren sich 
in dieser Hinsicht anders verhalten sollte, wie die einfachen 
Monaminosäuren. Daß eine derartige Bindung an die end- 
ständigen Aminogruppen in merklichem Ausmaße erfolgt, dafür 
spricht eine Reihe der hier angegebenen Resultate, wenn sie 
mit den entsprechenden am gewöhnlichen Glutin und den 
nativen Eiweißkörpern beobachteten Erscheinungen verglichen 
werden. 

Da ist zunächst hervorzuheben, daß die Größe der Säure- 
bindung bei gewöhnlichem Glutin stärker als beim Desamino- 
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glutin ist. Während bei ersterem die Bindung bei einer HCl- 
Konzentration von 0,01n eine nahezu vollständige ist, läßt sich 
bei letzterem noch eine beträchtliche Menge freier Säure nach- 
weisen. Ein weiterer Beweis liegt in dem Verhalten der inne- 
ren Reibung; Säureeiweiß zeigt eine ganz enorm hohe Viscosi- 
tät, beim Desaminoglutin ist aber nach Säurezusatz keine Spur 
einer Viscositätserhöhung zu beobachten, trotzdem die elektro- 
metrische Untersuchung eine elektrolytische Dissoziation des 
entstandenen salzsauren Salzes unzweifelhaft gemacht hat. Wie 
schon bemerkt wurde, könnte man daran denken, daß die 
ionisierten Salze des Desaminoglutins eventuell keine Hydra- 
tation zeigen, durch welche die Viscositätserhöhung bedingt wird. 
Da aber das Alkalidesaminoglutin eine sehr deutliche Reibungs- 
zunahme zeigt, läßt sich dies nicht verallgemeinern, sondern 
wir können nur sagen, daB das salzsaure Desaminoglutin keine 
viscosimetrisch erkennbare Hydratation aufweist. Es liegt der 
Gedanke nahe, daß die Viscositätserhöhung beim normalen 
Säureglutin nicht von der Ionisation jenes Chloridanteiles ab- 
hängt, der durch Anlagerung der HCl an die inneren Stickstoff- 
gruppen gebildet wird; sondern von der Chloridbildung durch 
Anlagerung der HCl an die endständigen Aminogruppen. Das 
auf diese Weise entstandene Salz ionisiert gleichfalls unter 
Bildung eines elektropositiven Eiweißions und eines elektronega- 
tiven Chlorions; dieses Glutinion ist aber im Gegensatz zu dem 
positiven Ion des Desaminoglutinchlorids sehr stark hydratisiert. 

Aus den Versuchen am Säuredesaminoglutin läßt sich da- 
her schließen, daß vom normalen Glutin und wahrscheinlich 
auch von den übrigen nichtdesamidierten Eiweißkörpern mit 
Säuren Salze gebildet werden, sowohl durch Anlagerung der 
Säure an die endständigen Aminogruppen, als auch durch Bin- 
dung der Säure an einen innenständigen Stickstoff. Die auf 
letztere Art entstandenen positiven Eiweißionen sind im Gegen- 
satz zu jenen des ersteren Salzes wenigstens, soweit wir aus 
dem Verhalten des Desaminoglutinchlorids schließen können, 
nicht hydratisiert. 

Ganz so abweichend von dem Verhalten der bis jetzt 
untersuchten Säureeiweißverbindungen ist dies nicht, denn be- 
kanntlich wird die Reibung von Säureeiweiß durch Salzzusatz 


erniedrigt; wie aber elektrometrisch nachgewiesen worden ist, 
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hat Salzzusatz beim Säurealbumin ganz im Gegensatz zu dem 
Säuredesaminoglutin keinen sicher nachweisbaren Einfluß auf 
die Ionisation. Da aber die Viscosität stark herabgesetzt wird, 
müssen wir annehmen, daß die Eiweißionen bei Gegenwart von 
Neutralsalz oder richtiger die mit Neutralsalz gebildeten neuen 
Eiweißionenkomplexe weniger stark oder überhaupt nicht hy- 
dratisiert sind. 

Ein dritter Umstand, der für die Bildung eines Chlorids 
durch Anlagerung der НСІ an die endständigen Aminogruppen 
spricht, ist die Tatsache, daß beim nichtdesamidierten Eiweiß 
eine immerhin ganz nennenswerte hydrolytische Dissoziation 
des gebildeten Salzes erfolgt, während bei der salzsauren Ver- 
bindung des Desaminoglutins nichts von einer derartigen Disso- 
ziation nachgewiesen werden kann. Es hat eben das Salz, das 
durch Anlagerung der Säure an die endständigen Aminogruppen 
gebildet wird (wie dies ja auch von den entsprechenden Salzen 
der einfachen Aminosäuren bekannt ist), die Tendenz, einer 
merklichen hydrolytischen Dissoziation zu unterliegen, während 
dies beim Salz, das durch Anlagerung der Säure an die Imid- 
gruppen erfolgt ist, nicht der Fall ist. Dafür spricht auch der 
Umstand, daß die hydrolytische Dissoziation des nichtdesami- 
dierten Eiweißes nicht so stark ist wie bei den Aminosäuren. 
Das Chlorid des nichtdesamidierten Eiweißes nimmt also in 
bezug auf seine hydrolytische Dissoziation eine Mittelstellung 
zwischen den vollständig hydrolytisch dissoziierten Salzen der 
Aminosäuren und dem nicht nachweisbar hydrolytisch dis- 
soziierten Desaminoglutinchlorid ein. 


Die Zersetzung des Zuckers bei der alkoholischen Gärung. 
Von 
P. Boysen-Jensen. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universität 
Kopenhagen.) 
(Eimgegangen am 28. November 1913.) 
Mit 1 Tafel. 


Die Zersetzung des Zuckers bei der alkoholischen Gärung 
in Kohlensäure und Alkohol verläuft, wie wohl allgemein an- 
genommen wird, unter Bildung von Zwischenprodukten; ob 
nur eins oder mehrere solcher Zwischenprodukte existieren, 
darüber sind die Ansichten geteilt; sollte das letztere der Fall 
sein, so dürfte jedenfalls eins von den Zwischenprodukten das 
Interesse der Physiologen ganz besonders beanspruchen, näm- 
lich das Zwischenprodukt, das als Ausgangspunkt sowohl für 
die intramolekulare als für die normale Atmung der höheren 
Pflanzen dienen kann. 

Durch Untersuchungen von Godlewski, Palladin, Ko- 
stytschew und mehreren andern ist festgestellt worden, daß 
in mehreren Fällen die intramolekulare Atmung bei den höheren 
Pflanzen mit der alkoholischen Gärung, soweit man bis jetzt 
beurteilen kann, durchaus identisch ist. Beide Vorgänge kann 
man daher durch die Gleichung C,H, О, = 2 СО, + 2 C,H,OH 
darstellen. Bei der normalen Atmung wird dagegen der Zucker 
vollständig zu Kohlensäure und Wasser verbrannt, ungefähr 
nach der Gleichung C,H,,0, + 6 O, = 6 CO, + 6 H,O. Nach 
der ursprünglich von Pfeffer aufgestellten Hypothese bildet 
nun die intramolekulare Atmung die Vorstufe der normalen 
Atmung, indem nicht der Zucker selbst, sondern entweder der 
Alkohol oder ein Zwischenprodukt zu Kohlensäure und Wasser 
oxydiert wird. Da nun der Alkohol dem Sauerstoff gegenüber 
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ziemlich resistent ist, wird wahrscheinlich das letztere der Fall 
sein. Die Zersetzung des Zuckers bei der Atmung könnte 
man nach dieser Hypothese durch folgendes Schema veran- 
schaulichen: 


| | Kohlensäure 

Dextrose — — | -+ Sauerstoff — | -+ Wasser 
Kohlensäure 
-+ Alkohol 


Das hypothetische Zwischenprodukt bei der alkoholischen 
Gärung spielt somit wahrscheinlich eine bedeutende Rolle bei 
der Atmung der höheren Pflanzen. 

In früheren Arbeiten!) habe ich die Auffassung vertreten, 
daß dieses Zwischenprodukt eine Modifikation des Dioxyacetons 
ist. Ich hatte gefunden, daß man Dioxyaceton bei der alko- 
holischen Gärung nachweisen konnte, und daß die erwähnte 
Dioxyacetonmodifikation vergärbar war, und zwar mit ziem- 
lich großer Reaktionsgeschwindigkeit. Später ist meine Ansicht 
von verschiedenen Seiten angegriffen worden. Ich habe daher 
mehrere meiner Versuche wiederholt und erweitert und werde 
im folgenden über die Ergebnisse dieser Versuche berichten. 


Der Nachweis des Dioxyacetons bei der alkoholischen 
Gärung. 

In meiner obenerwähnten Arbeit versuchte ich das Auf- 
treten des Dioxyacetons bei der alkoholischen Gärung mit Me- 
thylphenylhydrazin in folgender Weise nachzuweisen. Nachdem 
ich eine 10°/,ige Traubenzuckerlösung in 24 Stunden mit 
Hefe vergoren hatte, teils ohne, teils mit Zusatz von Na- 
triumsulfat oder Hydroxylaminchlorhydrat, wurde die Hefe 
abfiltriert und das Filtrat bei Zusatz von Essigsäure mit Me- 
thylphenylhydrazin nach mehreren Tagen bei 25° gefällt. Die 
dabei entstandenen, teilweise krystallinischen Niederschläge 
identifizierte ich als Dioxyacetonmethylphenylosazon. Auch in 
unvergorenem Traubenzucker („Kahlbaum“) meinte ich, Dioxy- 
aceton nachweisen zu können. 


1) Boysen-Jensen, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 26 a, 666, 1908 
und Sukkersönderdelingen under Respirationsprocessen. Diss. Kopen- 
hagen 1910. 
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Von Buchner und Меівепһеітег!) sind nun meine 
Fällungsversuche mit Traubenzucker „Kahlbaum“ wiederholt 
worden; sie finden, daß der bei Fällung mit Methylphenyl- 
hydrazin entstandene nichtkrystallinische Niederschlag nicht 
Dioxyaceton, sondern Fructosemethylphenylosazon enthält. Ich 
muß zugeben, daß sich die Sache so verhält. Ich konnte 
bei meinen Fällungen mit vergorenen Lösungen alle möglichen 
Übergänge zwischen krystallinischen und nichtkrystallinischen 
Bildungen nachweisen und wurde daher veranlaßt zu glauben, 
daß die nichtkrystallinischen Fällungen in unvergorenem 
Traubenzucker auch von Dioxyacetonmethylphenylosazon her- 
rührten. 

Fällungsversuche mit vergorenen Traubenzuckerlösungen 
sind von Buchner und Meisenheimer nicht angestellt 
worden. Chick?), der solche Versuche angestellt hat, hat keine 
krystallinischen Fällungsprodukte in vergorenen Lösungen er- 
halten können. Ich habe daher einige meiner Fällungsversuche 
wiederholt. 

Der Ausgangspunkt für meine Versuche war folgender: 

Die kleinste Dioxyacetonkonzentration, die man nach- 
weisen kann, ist са. 20 mg in 100 ccm Flüssigkeit (0,02°/,); 
diese Konzentration wird bei der alkoholischen Gärung im all- 
gemeinen nicht erreicht, wahrscheinlich, weil die Zersetzung 
des Dioxyacetons viel schneller als die Bildung des Dioxyacetons 
verläuft. Um nun die Dioxyacetonkonzentration so viel wie 
möglich zu steigern, gilt es, das dioxyacetonspaltende Enzym 
in der Hefe zu hemmen, ohne gleichzeitig das dioxyaceton- 
bildende Enzym zu stören. 

Wenn ich nun, um das dioxyacetonspaltende Enzym zu 
hemmen, Natriumsulfat und Hydroxylaminchlorhydrat verwen- 
dete, geschah dies, weil ich aus anderen Ursachen vermutete, 
daß das genannte Enzym mit den Katalasen verwandt war. 
Eben die Katalase wird nach Untersuchungen von Jacobson?) 
durch diese Stoffe besonders leicht inaktiviert. Ich vermutete 
daher, daß man durch Zusatz von Hydroxylaminchlorhydrat 


1) Buchner und Meisenheimer, Ber. d. Deutsch. chem. Оев. 
45, 1633, 1912. 

*) Chick, diese Zeitschr. 40, 479, 1912. 

з) Jacobson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 16, 340, 1892. 
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die Dioxyacetonkonzentration bei der alkoholischen Gärung 
steigern könnte. In der Tat fand ich meine Vermutung be- 
stätigt. Bei Zusatz von Hydroxylaminchlorhydrat konnte ich 
durch Fällung mit Methylphenylhydrazin ÖOsazonnadeln nach- 
weisen. 

Bei der Wiederholung der Versuche zeigte es sich, daß 
die Versuche nicht immer gelingen. Man kann das auch nicht 
erwarten. Es ist einleuchtend, daß das Gelingen der Versuche 
an ganz bestimmte Konzentrationen des Hydroxylaminchlor- 
hydrats gebunden ist; wenn man zu wenig zusetzt, wird das 
dioxyacetonspaltende Enzym nicht genügend inaktiviert, und 
wenn man zu viel zusetzt, wird auch das zuckerspaltende En- 
тут, die eigentliche Zymase, inaktiviert. Hierzu kommt, daß 
die Resistenz der verschiedenen Hefesorten gegenüber Hydroxyl- 
aminchlorhydrat sehr verschieden ist; bei einigen Hefesorten 
wird die Gärung schon durch Zusatz von 0,05°/, beinahe ver- 
nichtet, bei anderen muß man mehrere Gramm pro 100 ccm 
zusetzen, um dasselbe zu erreichen, ja selbst verschiedene Proben 
derselben Hefesorte verhalten sich nicht in gleicher Weise; 
es beruht dies wahrscheinlich auf Verschiedenheiten in der Per- 
meabilität der Plasmahaut. 

Diese Schwierigkeiten können teilweise beseitigt werden, 
wenn man die Hefe vor dem Versuch mit Zucker plasmolysiert, 
wodurch die Permeabilität der Plasmahaut vielleicht teilweise zer- 
stört wird. Die Versuche werden auf folgende Weise angestellt. 

5 g frischer Preßhefe werden mit 5 g Traubenzucker in 
einem Mörser zerrieben, bis die Hefe flüssig geworden ist; 
nach !/, Stunde werden 100 ccm einer 5°/,igen Traubenzucker- 
lösung zugesetzt. Man stellt gleichzeitig mindestens 3 Versuche 
an mit verschiedenen Konzentrationen von Hydroxylaminchlor- 
hydrat. Bei der von mir benutzten Hefesorte (Hefe von den 
dänischen Spiritusfabriken) gaben Konzentrationen von 0,01 bis 
0,05°/, Hydroxylaminchlorhydrat die besten Resultate. Im 
allgemeinen kann gesagt werden, daß man soviel Hydroxyl- 
aminchlorhydrat usetzen muß, daß die Gärung ziemlich 
schwach, aber nicht ganz aufgehoben wird. Man läßt die 
Flüssigkeit 24 Stunden gären und filtriert dann die Hefe ab. 
90 ccm des Filtrats werden nach Zusatz von 10 ccm Essigsäure 
mit 1 g Methylphenylhydrazin in 48 Stunden bei 25° gefällt. 
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Die Fällung wird in Flaschen, die mit der Flüssigkeit ganz ge- 
füllt sind, ausgeführt. 

Der nach 48 Stunden entstandene Niederschlag, der meistens 
sehr klein ist, wird mikroskopisch untersucht. Ist der Versuch 
gelungen, findet man in dem Niederschlag nadelförmige Kry- 
stalle, die rotgelb gefärbt sind und den typischen Osazon- 
nadeln ganz ähnlich sind. Fig. 1 ist eine Mikrophotographie') 
von Osazonkrystallen, die aus 100 ccm einer 10°/,igen bei Zu- 
satz von 0,05 g Hydroxylaminchlorhydrat vergorenen Trauben- 
zuckerlösung (gereinigter Traubenzucker) dargestellt sind. Auch 
bei Vergärung von Traubenzucker „Kahlbaum“ kann man, 
vielleicht jedoch etwas schwieriger, ähnliche Krystalle erhalten. 
Die Krystalle sind, wie gesagt, den typischen Dioxyaceton- 
methylphenylosazonkrystallen ganz ähnlich. Zum Vergleich ist 
in Fig. 2 eine Mikrophotographie von Dioxyacetonmethyl- 
phenylosazonnadeln, die durch Fällung von 100 ccm einer Lö- 
sung von 10°/, Traubenzucker „Kahlbaum“ -+ 40 mg Dioxy- 
aceton erhalten sind, dargestellt. 

Die nadelförmigen Krystalle, die man in vergorenen Trauben- 
zuckerlösungen durch Fällung mit Methylphenylhydrazin nach- 
weisen kann, rühren von einer Verbindung her, die während 
der Gärung gebildet wird. Bei Fällung von unvergorenen 
Traubenzuckerlösungen, mit oder ohne Zusatz von Hydroxyl- 
aminchlorhydrat, kann man keine Krystalle erhalten. Die Hefe 
enthält auch keine Stoffe, die die erwähnten Krystalle geben 
können. Mit Traubenzuckerlösungen, die ohne Zusatz von 
Hydroxylaminchlorhydrat vergoren sind, erhält man gewöhnlich 
auch keine Krystalle. Fig. 3 ist eine Mikrophotographie eines 
Niederschlages, der auf folgende Weise dargestellt ist: 100 ccm 
10°/,ige Traubenzuckerlösung wurden 24 Stunden mit 5 g Hefe 
vergoren; nachdem die Hefe abfiltriert war, wurden 0,05 g 
Hydroxylaminchlorhydrat zugesetzt und mit 1 g Methylphenyl- 
hydrazin und Essigsäure gefällt. Der Niederschlag enthielt keine 
Krystalle. Es bleibt wohl somit nur die Annahme übrig, daß 
die nadelförmigen Krystalle von einer während der Gärung 
gebildeten Verbindung herrühren. 


!) Die Mikrophotographien sind mit Hilfe des Herrn Dozenten 
Stamm ausgeführt, dem ioch meinen besten Dank ausspreche. Ver- 
größerung ca. 100. 
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Die gebildeten Krystalle sind nun ziemlich wahrscheinlich 
entweder Fructose- oder Dioxyacetonmethylphenylosazon. Die 
beiden Verbindungen unterscheiden sich darin, daß das Dioxy- 
acetonmethylphenylosazon selbst in ziemlich schwachen Kon- 
zentrationen krystallinisch ausfällt, während dies mit Fructose- 
methylphenylosazon nicht der Fall ıst. Es ist oben erwähnt, 
daß man schon durch Fällung von 20 mg Dioxyaceton, in 
100 cem 10°/,iger Traubenzuckerlösung gelöst, die charak- 
teristischen Osazonnadeln erhalten kann, während man durch 
Fällung von 0,4g Fructose in 100 ccm 10°j,iger Trauben- 
zuckerlösung einen Niederschlag erhält, der hauptsächlich amorph 
ist und nur schwache Andeutungen von Krystallbildungen ent- 
hält. Fig. 4 ist eine Mikrophotographie eines solchen Nieder- 
schlages. Da nun eine Fructosebildung während der alkoholi- 
schen Gärung, jedenfalls in so großen Konzentrationen, als 
sehr unwahrscheinlich betrachtet werden muß, muß man wohl 
schließen, daß die erwähnten Krystalle nicht von Fructose 
herrühren können. 

Es ist zwar die Möglichkeit vorhanden, daß die Krystalle 
nicht von einer Ketose, sondern von einer anderen Verbindung 
herrühren. Ich habe daher die übrigen bekannten Gärungs- 
produkte mit Rücksicht auf ihr Verhalten gegenüber Methyl- 
phenylhydrazin untersucht und dabei gefunden, daß weder 
Bernsteinsäure noch Acetaldehyd die Bildung von nadelförmigen 
Krystallen veranlassen kann. Ebensowenig werden die ver- 
schiedenen Alkohole dies tun können. 

Es ist somit ziemlich wahrscheinlich, daß die erwähnten 
Krystalle wirklich Dioxyacetomethylphenylosazon sind). Jeden- 
falls rühren sie von einem bisher nicht bekannten Gärungs- 
produkte her. Statt der abgebildeten ziemlich dünnen Nadeln 
erhält man bisweilen kürzere, dickere und ziemlich dunkel 
gefärbte Nadeln, wie man sie auch bei Fällung von Dioxy- 


1) Nach den Untersuchungen von Neuberg und Kerb (diese Zeit- 
schr. 58, 406, 1913) muß man mit der Brenztraubensäure als einem 
Zwischenprodukt bei der alkoholischen Gärung rechnen. Diese Ver- 
bindung wird wahrscheinlich auch mit Methylphenylhydrazin reagieren, 
und es ist daher die Möglichkeit vorhanden, daß die erwähnten Krystalle 
Methylphenylhydrazinbrenztraubensäure sind. Ich werde diese Möglich- 
keit untersuchen. 
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acetonlösungen mit Methylphenylhydrazin beobachten kann. 
Endlich habe ich auch einmal flache, spießförmige Krystalle 
beobachtet, deren Herkunft mir unbekannt ist. 

Die Menge des krystallinischen Niederschlages ist sehr 
klein. Da überdies das Gelingen дег Versuche etwas zufällig 
ist, wird es mir vorläufig nicht möglich sein, genügend Stoff 
für eine genauere Identifizierung, nicht einmal für eine Schmelz- 
. punktbestimmung, zu erhalten. Eine Ausdehnung der Fällungs- 
zeit gibt Niederschläge, die mit Fructosemethylphenylosazon, 
von dem Traubenzucker herrührend, stark verunreinigt sind 
und daher für eine Identifizierung unbrauchbar sind. 


Die Vergärbarkeit des Dioxyacetons. 


Die in meinen ersten Versuchen benutzte Diacetonlösung 
wurde durch Oxydation von Glycerin mit Wasserstofisuperoxyd 
und Ferrosulfat hergestellt. Es zeigte sich, daß diese Dioxy- 
acetonlösung vergärbar war. Bei Zusatz von Hefe konnte ich 
eine, zwar ziemlich kleine, Kohlensäureausscheidung, etwa 2 bis 
3 mg pro 50 ccm Flüssigkeit, nachweisen. Nach Abfiltrierung 
der Hefe und Destillation des Filtrates erhielt ich ein Destillat, 
in dem ich durch Bestimmung des spezifischen Gewichtes eine 
kleine Alkoholmenge nachweisen konnte. Das Gewicht des 
Alkohols entsprach ungefähr demjenigen der Kohlensäure. Bei 
Zusatz von Tierkohle statt von Hefe konnte ich dieselben Er- 
scheinungen nachweisen. Es zeigte sich, daß nicht die ganze 
Dioxyacetonmenge in der Flüssigkeit verschwand, und ich 
meinte daher schließen zu können, daß eine Modifikation des 
Dioxyacetons durch Hefe oder Tierkohle vergärbar war. Die 
Reaktionsgeschwindigkeit der Dioxyacetongärung war ziemlich 
groß. 

Karauschanow'), der meine Versuche wiederholt hat, 
meint gefunden zu haben, daß die entwickelte Kohlensäure 
von Carbonaten in der Tierkohle herrührt. Er hat für seine 
Versuche ein Tierkohlenpräparat, das nicht mit Säure aus- 
gewaschen ist, benutzt. Da die Dioxyacetonlösung sauer reagiert, 
wird dabei natürlich eine ziemlich große Kohlensäuremenge, 
die mit der Dioxyacetongärung nichts zu tun hat, entwickelt. 


1) Karauschanow, Ber. d. Deutsch. botan. Сев. 29, 322, 1911. 
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Daraus folgt doch aber nicht, daß ich dasselbe getan habe. 
Ich habe immer mit Säure ausgewaschene Tierkohle von Kahl- 
baum benutzt. Diese Tierkohle gibt bei Behandlung mit Säure 
nur geringe Spuren von Kohlensäure ab, etwa 0,2 bis 0,5 mg 
pro 1 g Tierkohle. Da ich bei Zusatz von 0,2 g Tierkohle eine 
Kohlensäureentwicklung von 2,5 mg beobachtet habe, folgt 
hieraus, daß die Kohlensäure in meinen Versuchen nicht der 
Tierkohle entstammen kann. 

Ich habe nun weitere Versuche nach ungefähr derselben 
Methode angestellt. Die Dioxyacetonlösung wurde wieder durch 
Oxydation von Glycerin mit Wasserstoffsuperoxyd und Ferro- 
sulfat hergestellt. 10 ccm Glycerin wurden mit 40 сеш 3°/ iger 
Wasserstoffsuperoxydlösung und 60 ccm Wasser vermischt. Bei 
vorsichtigem Erwärmen wird bis 0,1 g Ferrosulfat in Substanz 
in kleinen Portionen zugefügt und die Gasentwicklung, die 
sukzessive eintritt, wird ungefähr 15 Minuten im Gange er- 
halten. Nachdem die Flüssigkeit abgekühlt ist, kann sie ohne 
Filtrierung verwendet werden. Die Flüssigkeit enthält über- 
schüssiges Wasserstoffsuperoxyd und Glycerin nebst Dioxyaceton. 

Es ist nicht möglich, die Oxydation immer in derselben 
Weise auszuführen. Dies geht schon aus dem Verhalten des 
Ferrosulfatse bei der Oxydation hervor. Bisweilen wird das 
Ferrosulfat zu Ferrisulfat oxydiert, das sich gelöst hält, so 
daß die Flüssigkeit gelbbraun gefärbt ist, bisweilen wird un- 
gefähr die ganze Eisenmenge als gelbliche Flocken ausgefällt, 
во daß die Lösung farblos und beinahe frei von gelöstem Eisen 
wird. Am besten gelingen die Gärungsversuche, wenn man 
ohne weitere Manipulationen eine eisenfreie Lösung erhalten 
kann. Es ist mir aber nicht möglich, die Bedingungen zu 
präzisieren, bei denen dies geschieht. Die medizinische 3°/,ige, 
schwach schwefelsaure Lösung gibt oft bessere Resultate als 
eine reine Wasserstoffsuperoxydlösung von derselben Stärke. 

Wenn es nicht möglich ist, direkt eine eisenfreie Lösung 
zu erhalten, muß das gelöste Eisen durch Zusatz von NaH,PO, 
beseitigt werden. Die Lösung wird dabei farblos, und gleich- 
zeitig wird die Säure abgestumpft. 

Wie schon gesagt, ist die Lösung nicht rein. Außer Gly- 
cerin und überschüssigem Wasserstoffsuperoxyd enthält die 
Lösung Dioxyaceton, das durch Fällung mit Methylphenyl- 
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hydrazin nachgewiesen werden kann. 20 ccm Glycerin 4- 2g 
Ferrosulfat +- 200 ccm 3°/,iges Wasserstoffsuperoxyd wurden 
bis zur Sirupdicke bei 60° eingeengt. Der Rückstand wurde mit 
100 ccm Alkohol und 50 ccm Äther extrahiert, das ausgeschiedene 
Eisen wurde abfiltriertt. Das Filtrat wurde eingeengt und der 
Rückstand in 90 ccm Wasser gelöst. Nach Zusatz von 10 ccm 
10°/,iger Essigsäure wurde mit 0,5 g Methylphenylhydrazin 
in 6 Stunden gefällt. 

Aus dem Niederschlag kann man durch wiederholte Lösung 
in Benzol und Fällung mit Petroläther zwei verschiedene Ver- 
bindungen isolieren: teils eine Verbindung, die durch Ein- 
wirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Methylphenylhydrazin 
entsteht und in kurzen gelbroten Prismen krystallisiert, teils 
reines Dioxyacetonmethylphenylosazon (Schmelzpunkt 145 bis 
1469. 

Mit auf die erwähnte Weise hergestellten Dioxyaceton- 
lösungen wurden die folgenden Versuche angestellt. 

Die Kohlensäure wurde mit dem in der Dissertation (S. 21) 
angegebenen Apparate bestimmt. Wenn Karauschanow be- 
hauptet, daß diese Methode ungenau ist, beruht dies auf einem 
Irrtum. Man kann auf diese Weise die Kohlensäure mit einer 
Genauigkeit von 0,1 mg bestimmen. Bei meinen ersten Ver- 
suchen wurden die Alkoholbestimmungen mit einem Alkoholo- 
meter ausgeführt, eine Methode, die von Buchner und Mei- 
senheimer kritisiert worden ist. Ich muß bemerken, daß ich 
das benutzte Alkoholometer erst genau geprüft hatte, und daß 
die Ausschläge groß genug sind, um Irrtümern vorzubeugen. 
Die folgenden Alkoholbestimmungen sind mit Pyknometern aus- 
geführt. 

Versuch 1. 

Es wurden 1000 ccm Dioxyacetonlösung, die durch Zusatz 
von 4g NaH,PO, eisenfrei gemacht wurde, hergestellt. 

Zu 950 ccm der Diacetonlösung wurden 20 g Tierkohle 
gegeben. Nach 4 Stunden wurden 800 ccm abfiltriert und in 
2 Portionen destilliert. Es empfiehlt sich, die Flüssigkeit vor 
der Destillation alkalisch zu machen, weil man sonst nicht immer 
die ganze Alkoholmenge abdestillieren kann. Das Destillat 
wurde durch wiederholte Destillation erst mit N EES , dann 
mit Kali gereinigt. | 
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Gewicht des Pyknometers mit Wasser 77,9315, 
» n э » dem Schlußdestill. 77,9255. 
Dies entspricht einer Alkoholmenge von 30,9 mg. 


50 ccm der Dioxyacetonlösung wurden durch einen Luft- 
strom von Kohlensäure befreit, und hinterher wurde 1 g Tier- 
kohle zugefügt. Es wurden dabei 2 mg Kohlensäure entwickelt, 
pro 800 ccm also 32 mg. 


Versuch 2. 
Es wurden wieder 1100 ccm Dioxyacetonlösung hergestellt. 
900 ccm der Lösung, mit Tierkohle behandelt, wurden de- 
stilliert. Gewicht des Pyknometers mit dem Schlußdestillat 
77,9272, entsprechend einer Alkoholmenge von 22,5 mg. 
Von 50 ccm wurden bei Zusatz von Tierkohle 1,8 mg CO, 
abgegeben, pro 900 ccm 32 mg. 


Versuch 3. 
Dieser Versuch wurde ganz auf dieselbe Weise wie Ver- 
such 2 angestellt. Es wurden 23 mg Alkohol und 32 mg 
Kohlensäure gebildet. 


Versuch 4. 

Kontrollversuch. Es wurden 600 ccm Dioxyacetonlösung 
hergestellt, die ohne Behandlung mit Tierkohle destilliert wurden. 
Nach Reinigung des Destillats auf übliche Weise wurde das 
spezifische Gewicht bestimmt. Gewicht des Pyknometers 77,9320. 
In der nicht mit Tierkohle behandelten Lösung ist somit kein 
Alkohol vorhanden. 


Versuch 5. 

Kontrollversuch. 10 g Tierkohle wurden in alkalischer 
Lösung destilliert. Das erste Destillat riecht stark nach Pyridin 
und hat ein spezifisches Gewicht, das kleiner als Eins ist. Nach 
Reinigung des Destillats mit NaHSO, und Kali steigt das spezi- 
fische Gewicht bis 1. 

Die angeführten Versuche bestätigen meine früheren Be- 
funde. 

Ich komme nun zu einigen Versuchen mit krystallisiertem 
Dioxyaceton, das nach der Methode von Bertrand!) durch 


1) Für die Überlassung einer Kultur des Sorbosebakteriums bin ich 
Herrn Prof. Bertrand zu Dank verpflichtet. 
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Oxydation von Glycerin mit Hilfe des Sorbosebakteriums her- 
gestellt ist. Buchner-Meisenheimer (l. c. S. 1638) und Chick 
(1. с. S. 484) haben das Verhalten des krystallisierten Dioxy- 
acetons gegenüber Tierkohle untersucht und dabei gefunden, 
daß bei Zusatz von Tierkohle zu einer Dioxyacetonlösung keine 
Kohlensäure abgegeben wird. Ich kann das Ergebnis dieser 
Versuche vollkommen bestätigen, muß aber hinzufügen, daß ich 
nicht erwartet hatte, daß das Dioxyaceton nach Bertrand 
mit Tierkohle vergärbar sein sollte. Schon aus den Zahlen, die 
Bertrand mitgeteilt hat, kann man schließen, daß das kry- 
stallisierte Dioxyaceton selbst mit Hefe ziemlich langsam ver- 
gärt, während ich eine schnelle Vergärung gefunden hatte. 

Wie schon gesagt, nahm ich an, daß nicht das Dioxyaceton 
selbst, sondern eine Modifikation das gesuchte Zwischenprodukt 
bildete. Ich hoffte aber, daß es mir ziemlich leicht gelingen 
würde, das Bertrandsche Dioxyaceton in die schnell vergär- 
bare Modifikation umzuwandeln. Das war aber nicht der Fall. 
Ich untersuchte die Einwirkung verschiedener Säuren auf das 
Dioxyaceton, ohne daß ich bei Zusatz von Tierkohle eine 
Kohlensäureausscheidung wahrnehmen konnte. Erst als ich das 
Dioxyaceton auf dieselbe Weise wie das Glycerin mit Wasser- 
stoffsuperoxyd und Ferrosulfat behandelte, konnte ich konsta- 
tieren, daß die vergärbare Modifikation oder Verbindung ge- 
bildet wurde. 

Bei der Herstellung der vergärbaren Modifikation wird 
nicht so kräftig oxydiert, als wenn man Glycerin benutzt. 0,5 g 
Dioxyaceton werden in 40 ccm 3°/,iger Wasserstoffsuperoxyd- 
lösung und 60 ccm Wasser gelöst, und man gibt bei vorsich- 
tigem Erwärmen in sehr kleinen Portionen Ferrosulfat hinzu. 
Auch hier gelingen die Versuche am besten, wenn die ganze 
Eisenmenge als ein weißer Niederschlag ausgefällt wird. ` Man 
benutzt pro 100 ccm 0,1 g Ferrosulfat oder weniger. Allmäh- 
lich beginnt eine Gasentwicklung, die man durch die Wärme- 
zufuhr regulieren muß. In 5 bis 10 Minuten ist die Орега- 
tion beendet. Die Lösung wird abgekühlt, und wenn gelöstes 
Eisen vorhanden ist, werden 0,4 g NaH,PO, zugefügt. Man er- 
hält dadurch eine eisenfreie, wasserstoffisuperoxydhaltige Lösung. 

Eine auf die erwähnte Weise hergestellte Lösung gibt bei 
Behandlung mit Tierkohle Kohlensäure ab. 


462 Р. Boysen-Jensen: 


Versuch 6. 

0,25 g krystallisiertee Dioxyaceton wurden mit 20 ccm 
30/ "gem Wasserstoffsuperoxyd und 30 ccm Wasser bei Zusatz 
von 0,05 g Ferrosulfat oxydiert. Nach Abkühlung und Aus- 
saugen der gelösten Kohlensäure wurde 1 р Tierkohle zuge- 
geben. In 60 Minuten wurden 1,4 mg CO, entwickelt. 


Versuch 7 
wurde ganz wie Versuch 6 angestellt. In 2 Stunden wurden 
1,8 mg CO, entwickelt. 

Die abgegebene Kohlensäure rührt nicht von der Tier- 
kohle her. Wie oben erwähnt, gibt die benutzte Tierkohle, mit 
Säuren behandelt, nur geringe Spuren von Kohlensäure ab. 

Bei Zusatz von Tierkohle wird der Überschuß von Wasser- 
stoffsuperoxyd unter Sauerstoffentwicklung zerlegt. Man könnte 
sich denken, daß dabei etwas überschüssiges Dioxyaceton unter 
Kohlensäureabgabe oxydiert würde. Das kann tatsächlich vor- 
kommen, wenn gelöstes Eisen vorhanden ist. Ist aber das 
Eisen durch Natriumphosphat ausgefällt, so findet, wie die fol- 
genden Versuche zeigen, eine solche Oxydation nicht statt. 


Versuch 8. 

10 ccm 3°, iges Weasserstoffsuperoxyd + 15 ccm Wasser 
wurden bei Zusatz von 0,02 g Ferrosulfat ezwärmt. Nach Ab- 
kühlung und Zusatz von 0,1 g NaH,PO, wurden 0,12 g kry- 
stallisiertes Dioxyaceton und 0,5 g Tierkohle zugefügt. Es tritt 
dabei eine starke Sauerstoffentwicklung ein, es wurden jedoch in 
60 Minuten nur 0,15 mg CO, abgegeben, pro 50 ccm also 0,3 mg 
CO, (vgl. Versuch 6). 

Versuch 9 
in derselben Weise wie Versuch 8 angestellt. In 2 Stunden 
wurden 0,2 mg CO, abgegeben, pro 50 ccm 0,4 mg СО, (vgl. 
Versuch 7). 

Meiner Meinung nach lassen diese Versuche sich nur so 
erklären, daB bei der Oxydation von Dioxyaceton eine Modi- 
fikation oder auch eine Verbindung gebildet wird, die bei Zu- 
satz von Tierkohle Kohlensäure abgibt. 

Wie die folgenden Versuche zeigen, wird außer Kohlen- 
säure auch Alkohol gebildet oder jedenfalls ein Stoff, dessen 
spezifisches Gewicht kleiner als 1 ist. 
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Versuch 10. 

7 g nicht krystallisiertes Dioxyaceton wurden mit 560 ccm 
30/ ,igem Wasserstoffsuperoxyd +- 800 ccm Wasser bei Zusatz 
von 1,4 g Ferrosulfat oxydiert. 

1200 ccm wurden mit 30 g Tierkohle іп 3 Stunden ver- 
goren. Es wurden dann 1000 ccm abfiltriert, die ohne Zu- 
satz von Kali destilliert und in der üblichen Weise gereinigt 
wurden. 

Gewicht des Pyknometers mit Wasser 77,9315, 

” я nm n dem Schlußdest. 77,9225. 

Es berechnet sich hieraus eine Alkoholmenge von 47,8 mg. 

Von 50 ccm Flüssigkeit wurden nach Zusatz von Tierkohle 
2,8 mg CO, abgegeben, pro 1000 ccm 56 mg. 


Versuch 11. 

Kontrollversuch. 30 g Tierkohle wurden mit 800 ccm 
Wasser 3 Stunden hingestellt. Das Wasser wurde dann ab- 
filtriert und in der üblichen Weise destilliert. 

Gewicht des Pyknometers mit dem Schlußdest. 77,9310. 

In der Tierkohle finden sich also keine flüchtigen Stoffe, 
die das spezifische Gewicht des Wassers vermindern. 


Versuch 12. 

6 g krystallisiertes Dioxyaceton wurden mit 400ccm 271, (gem 
Wasserstoffsuperoxyd und 800 ccm Wasser nn Nach Ab- 
kühlung Zusatz von NaH,PO.. 

1100 ccm wurden mit 30 g Tierkohle in 3 Stunden ver- 
goren. 1000 ccm wurden abfiltriert und destilliert. 

Gewicht des Pyknometers mit dem Schlußdestillat 77,9262, 
entsprechend 28,1 mg Alkohol. 

Von 50 ccm wurden bei Zusatz von Tierkohle 1,6 mg CO, 
abgegeben, pro 1000 ccm 32 mg СО,. 


Versuch 13. 

5 g krystallisiertes Dioxyaceton wurden in der üblichen 
Weise oxydiert. 

1000 ccm der Lösung wurden mit Tierkohle behandelt. 
Das Filtrat, 900 ccm, wurde bei Zusatz von Kali destilliert 
und das Destillat hinterher mit NaHSO, und Kali gereinigt. 
Die gebildete Alkoholmenge war 28,5 mg. 
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Von 50 ccm wurden 1,8 mg CO, abgegeben, pro 900 ccm 

32 mg СО,. 

Versuch 14 
wurde auf dieselbe Weise wie Versuch 13 angestellt. In 900 ccm 
wurden 27 mg Alkohol und 54 mg CO, gebildet. 

Ein Teil der Destillate von den erwähnten Versuchen 
wurde aufgehoben und nochmals mit NaHSO, und Kali um- 
destilliert. Es wurde dadurch ein Destillat gewonnen, dessen 
spezifisches Gewicht bestimmt wurde. Das Gewicht des Pykno- 
meters mit dem Destillat war 77,9150, entsprechend einer 
Alkoholmenge von 87,2 mg. Es ist dies eine Menge, die jeden- 
falls weit außerhalb der Fehlerquellen liegt. 

Man hat mir eingewendet, daß die Stoffmengen in meinen 
Versuchen sehr klein sind. Ich gebe gern zu, daß sie sich in 
der Nähe der Fehlergrenze bewegen, und daß die Versuche 
auch nicht immer gelingen. Jedoch habe ich nun meine Ver- 
suche so oft mit positivem Ergebnisse wiederholt, daß ein 
Irrtum meiner Meinung nach ausgeschlossen ist. Ich halte es 
für unwahrscheinlich, daß es jemals gelingen sollte, das Zwischen- 
produkt, das, wie schon gesagt, sehr labil sein muß, in größeren 
Mengen darzustellen. 

Aus den Versuchen geht hervor, daß bei der Oxydation von 
Glycerin oder Dioxyaceton ein Stoff gebildet wird, der bei 
Zusatz von Tierkohle Kohlensäure entwickelt. Die gebildete 
Kohlensäure rührt weder von der Tierkohle noch von Oxy- 
dation des nicht umgebildeten Dioxyacetons her. Gleichzeitig 
wird eine flüchtige Verbindung gebildet, deren spezifisches 
Gewicht kleiner als 1 ist; daß diese Verbindung Alkohol ist, 
ist zwar nicht bewiesen, immerhin ist es doch ziemlich wahr- 
scheinlich. 

Es entsteht dann die Frage: Was geschieht mit dem Di- 
oxyaceton während der Oxydation? Es ist mir nicht möglich, 
diese Frage zu beantworten, und ich muß mich mit Hinweisen 
auf verschiedene Möglichkeiten begnügen. 

Man könnte sich denken, daß niedrigere Oxydationsprodukte 
des Dioxyacetons den gesuchten Stoff bildeten. Eine Verbindung 
aber, die gleichzeitig Alkohol und Kohlensäure bilden soll, muß 
wahrscheinlich mindestens 3 Kohlenstoffatome enthalten. Diese 
Möglichkeit kann somit wohl zurückgewiesen werden. 
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Man könnte sich weiter denken, daß das Dioxyaceton 
vielleicht verestert wurde. Auch diese Möglichkeit muß als 
ziemlich unwahrscheinlich bezeichnet werden. Durch Fällung 
mit BaCO, habe ich mich überzeugt, daß Lösungen, die keine 
nachweisbaren Spuren von Schwefelsäure enthalten, dennoch 
bei Zusatz von Tierkohle Kohlensäure entwickeln. 

Es wäre vielleicht auch möglich, daß Brenztraubensäure 
oder ev. ein Superoxyd von Dioxyaceton gebildet würde). Ich 
werde diese Fragen näher untersuchen. 


Zum Schlusse möchte ich die verschiedenen Tatsachen, die 
für die Dioxyacetonhypothese sprechen, zusammenstellen. 

1. Das Dioxyaceton, nach der Bertrandschen Methode 
dargestellt, ist vergärbar. Diese Tatsache, die schon von 
Bertrand nachgewiesen ist, ist später von Buchner-Meisen- 
heimer, Lebedew, Harden-Young u. a. näher untersucht 
worden. Jedoch ist die Geschwindigkeit, mit der das Dioxy- 
aceton vergärt, ziemlich gering und bleibt meistens hinter der 
Gärungsgeschwindigkeit des Traubenzuckers zurück. Es geht 
hieraus hervor, daß das Dioxyaceton „Bertrand“ nicht das 
gesuchte Zwischenprodukt sein kann. Harden und Young’) 
halten es für wahrscheinlich, daß das Dioxyaceton von der 
Hefe zu Hexosen umgebildet wird, und daß dann die gebildeten 
Hexosen gären. Für diese Ansicht spricht die von Lebedew 
nachgewiesene Tatsache, daß Dioxyaceton zu Hexosebiphosphat 
verestert werden kann. Wenn aber eine Hexose Zwischen- 
produkt bei der Dioxyacetongärung sein sollte, müßte man 
wohl erwarten, daß bei der Vergärung des Dioxyacetons mit 
Macerationssaft eine typische Phosphatbeschleunigung bei dem 
Anfang der Gärung stattfinden sollte Das ist aber nach den 
Untersuchungen von Harden und Young nicht der Fall. Es 
ist daher wohl wahrscheinlicher, daß das Dioxyaceton auch 
direkt vergoren werden kann. 

Ich nehme an, daß das Dioxyaceton von der Hefe in eine 
labile Modifikation oder Verbindung umgebildet wird, und daß 
die Reaktionsgeschwindigkeit dieses Vorganges ziemlich klein 


1) Vgl. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 3632, 1899; 33, 858, 1900. 


®) Harden und Young, diese Zeitschr. 40, 458, 1912. 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 30 
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ist. Diese Dioxyacetonmodifikation — oder Verbindung — 
wird dann mit großer Geschwindigkeit in Kohlensäure und 
Alkohol zerlegt, etwa nach dem Schema: 


Dioxyaceton „Bertrand“ — Dioxyacetonmodifikation — Kohlen- 
säure -+ Alkohol. 


Der erste der beiden Vorgänge hat die kleinste Reaktions- 
geschwindigkeit und bestimmt daher die Reaktionsgeschwindig- 
keit des ganzen Vorganges, die somit ziemlich klein wird. 

Diese labile Dioxyacetonmodifikation, die mit großer Ge- 
schwindigkeit in Kohlensäure und Alkohol zerlegt wird, ist 
nun nach meiner Annahme auch das gesuchte Zwischenprodukt 
bei der alkoholischen Gärung, die somit nach der Gleichung: 
Dextrose — Dioxyacetonmodifikation — Kohlensäure 4 Alkohol 
verläuft. Eine solche labile Dioxyacetonmodifikation läßt sich 
nun nach meiner Meinung durch Oxydation von Glycerin oder 
Dioxyaceton darstellen. 

2. Auch die obenerwähnte Krystallbildung mit Methyl- 
phenylhydrazin spricht für das Auftreten einer Ketose, wahr- 
scheinlich Dioxyaceton, als Zwischenprodukt bei der alkoholi- 
schen Gärung. 


Die Frage nach dem Zwischenprodukt bei der alkoholischen 
Gärung bildet eine Parallele zu der Frage nach dem Zwischen- 
produkt bei der Kohlensäureassimilation. Es ist gelungen, zu 
zeigen, daß Formaldehyd von Pflanzen zu Stärke umgebildet 
werden kann, und andererseits, daß man wahrscheinlich Form- 
aldehyd in assimilierenden Pflanzen nachweisen kann. Doch 
verläuft die Stärkebildung aus Formaldehyd ziemlich langsam, so 
daß man wohl auch hier annehmen muß, daß der Formaldehyd 
erst in eine reagierende Verbindung umgebildet werden muß. 
In beiden Fällen ist es sehr schwierig, entscheidende Beweise 
für die genannten Hypothesen zu führen, weil die gesuchten 
Stoffe eben nur Zwischenprodukte sind und daher nur in sehr 
kleinen Mengen gebildet werden. 


Zur Kenntnis der Invertasebildung in Hefe. 
Von 
Hans Euler und Harald Cramer. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Eingegangen am 4. Dezember 1913.) 


Untersuchungen aus dem hiesigen Laboratorium!) haben 
ergeben, daß in lebenden Zellen die enzymatische Wirksamkeit 
gegenüber Rohrzucker bedeutende Veränderungen erfährt, wenn 
die Hefe mit zuckerhaltigen Lösungen vorbehandelt wird, und 
zwar nicht nur mit Lösungen von Rohrzucker, sondern auch 
mit Glucose. Eine eingehende bemerkenswerte Mitteilung von 
Meisenheimer, Gambarjan und Semper?) hat eine volle 
Bestätigung unserer Resultate geliefert’). 

Die bisherigen Versuche haben sich mit dem Rohrzucker 
und seinen Spaltungsprodukten beschäftigt, also den Stoffen, 
mit denen die Wirkung der Invertase verknüpft ist, und es 
blieb somit die Annahme zu erwägen, ob diese Zuckerarten 
nicht einen spezifischen Einfluß auf die Invertasebildung aus- 
üben. Nun haben unsere neueren Versuche, über die an anderer 
Stelle berichtet wird, es wahrscheinlich gemacht, daß es der 
Gärungsvorgang an sich ist, der als energieliefernde Reaktion 
die Bildung der Invertase bedingt. 


1) Euler und af Ugglas, Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Кеті 8, 
34, 1910. — Euler und D. Johansson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 
388, 1912; 84, 97, 1913; Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 4, 23, 1911. 
— Euler und H. Meyer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 274, 1912. 

2) Meisenheimer, Gambarjan und Semper, diese Zeitschr. 54, 
122, 1913. 

з) Versuche, die in neuerer Zeit Licht witz angestellt hat (Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 78, 129, 1912), scheinen von diesem Autor selbst mit 
den unseren nicht als vergleichbar angesehen zu werden. 
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In Hefezellen können, wie F. Ehrlich gezeigt hat, die 
Kohlenhydrate bezüglich ihrer Fähigkeit zur Protoplasmabildung 
nicht durch andere Kohlenstoffverbindungen ersetzt werden; 
das gleiche ist, wie unsere Versuche ergeben haben, bezüglich 
der Invertasebildung der Fall. 

Weiter aber — und dies geht aus den hier mitzuteilenden 
Zahlen hervor — tritt die Bildung der Invertase in der früher 
beobachteten Weise auch dann auf, wenn die Vorbehandlung 
der Hefe mit Mannose, also mit einem Zucker geschieht, der 
mit der Wirkung der Invertase nicht spezifisch verknüpft ist. 

Hinsichtlich der Versuchsanordnung verweisen wir auf die 
früheren Mitteilungen. Die Vorbehandlung geschah mit Lindners 
Nährlösung, die einerseits 2°/, Mannose, andererseits 2°/, Rohr- 
zucker enthielt. Die einzige Abweichung gegenüber den früheren 
Bedingungen bestand darin, daß diesmal 3 g frische Hefe in 
250 ccm Nährlösung eingeimpft wurden, also 1,2 g in 100 ccm 
Nährlösung, während früher nur 1 g Hefe im gleichen Volumen 
vorhanden war. 


Unvorbehandelte Hefe. 
Trockensubstanz: 29,08°/,. 


Min. æ &.10* 
0 6,77 — 
15 6,070 24 
25 5,69 22 
35 5,26% 23 
40 5,09% 23 
со — 2,170 — 


Vorbehandlung: 21 Stunden. 


Mannose. Rohrzucker. 
Trockensubstanz: 30,55 °/,. Trockensubstanz: 29,50°/,. 
Min. х E IO Min. х k.10¢ 

0 6,79 — 0 6,799 — 
15 4,370 91 15 4,960 66 
25 3,080 93 25 4,020 64 
35 1,900 98 35 3,07° 67 
40 1,35 101 40 2,529 70 


со — 2,17% — оо — 9,17% — 
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Vorbehandlung: 45 Stunden. 


Mannose. Rohrzucker. 
Trockensubstanz: 31,36°|,. Trockensubstanz: 28,86 °/,. 
Min. x k-10 Min. & 2-10 

0 6,119 — 0 6,77% A 
15 4,049 106 15 4,719 15 
25 2,620 108 25 3,180 12 
35 — — 35 2,37° 84 
40 0,60° 127 40 1,94 ° 84 
co — 2,179 — со — 2,1709 — 


Vorbehandlung: 93 Stunden. 


Маппове. Rohrzucker. 
Trockensubstanz: 32,91 °/,. Trockensubstanz: 30,87°/,. 


Min. o Е.10* Мір. x k. 10% 
0 6,77° — 0 6,770 — 
15 3,360 139 15 4,14° 101 
25 1,769 143 25 2,70% 106 
35 0,45% 153 35 1,419 113 
40 — 0,867 167 40 0,779 120 
со — 2,17 — сою  —2,17° — 


Reduziert man die erhaltenen Konstanten auf das gemein- 
same Trockengewicht von 30°/,, во ergibt sich folgende Über- 


sicht: 
EE | | | 
in Stunden 0 Е н“ ae 
Mannose .... 24 94 109 137 
Rohrzucker . . . 24 68 82 106 


Die Bildung der Invertase wird also keineswegs 
nur durch Rohrzucker und seine Spaltprodukte her- 
vorgerufen. Vielmehr übt Mannose in der gleichen 
Hinsicht einen bedeutend (im vorliegenden Falle wenigstens 
20°/,) größeren Effekt aus. 


Über die Bestimmung des Calciums in organischen 
tierischen Flüssigkeiten und organischen festen Sub- 
stanzen. 


Von 
S. Gutmann. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Rudolf-Virchow-Krankenhauses 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Dezember 1913.) 


Für die Bestimmung des Calciums in organischen tierischen 
Flüssigkeiten und organischen festen Substanzen ist das Ver- 
fahren von H. Aron?) nur dann gut geeignet, wenn die Menge 
der Alkalien eine bestimmte Konzentration nicht überschreitet, 
da andernfalls Alkalien bei der Alkoholfällung mitgerissen und 
mitbestimmt werden. Haben Substanzen einen großen Mineral- 
gehalt, so brennen bei der Säuregemischveraschung die Sulfate 
an der Kolbenwandung des Veraschungskolbens fest und können 
bei dem Sammeln des Calciumsulfates nur schwierig quantitativ 
gesammelt werden. 

In Anlehnung an das Aronsche Verfahren verfährt man 
betreffe Reinigung und Sammeln des Calciumsulfates zweck- 
mäßig in folgender Weise: 

Die Substanz (g-Menge oder Anzahl der Kubikzentimeter 
richten sich nach Art der zu veraschenden Substanz) wird in 
einem Jenenser Kjeldahlkolben mit zunächst 30 bis 50 ccm Säure- 
gemisch übergossen und nach Ablauf der ersten lebhaften 
Reaktion zunächst mit kleiner Flamme, dann durch allmähliches 
Vergrößern derselben so lange erhitzt, bis die rückständige 
Flüssigkeit vollkommen klar geworden ist. Eventuell muß man 
bei nicht beendeter Verkohlung noch einmal Säuregemisch zu- 


1) Diese Zeitschr. 4. 268, 1907. 
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geben, um die organische Substanz zu verbrennen. Ist die 
Veraschung beendet, so gibt man nach dem Erkalten des Rück- 
standes 100 ccm Wasser hinzu, kocht auf, um die Salpetersäure 
zu verjagen, versetzt die abgekühlte Flüssigkeit mit 500 cem 
Alkohol (ca. 969/,):) und erhitzt bis zu dem beginnenden 
Sieden der Flüssigkeit auf dem Wasserbade. Dann läßt man 
bis zum nächsten Tage stehen, saugt den Niederschlag mittels 
einer Saugvorrichtung und Verwendung von einem Platinkonus 
ab, wäscht den Kolben einmal mit etwas Alkohol nach, ohne 
daß es nötig ist, den Niederschlag quantitativ auf das Filter 
zu bringen. Unter Durchstoßung des Filters spült man den 
Niederschlag mit heißem Wasser in den Veraschungskolben zu- 
rück, gibt 200 ccm 10°/,ige Sodalösung dazu und kocht 
!/, Stunde auf dem Babobleche. Das Calciumsulfat geht bei 
dem Kochen in Calciumcarbonat über, die eventuell am Kolben 
ansitzenden Sulfate werden ebenfalls in Carbonate übergeführt 
und durch eine jetzt folgende Ansäuerung mit 50°! iger Essig- 
säure der Lösung zugänglich gemacht. Ist der ganze Nieder- 
schlag gelöst, so vertreibt man die Kohlensäure durch Erwärmen, 
neutralisiert einen Überschuß von Essigsäure mit Ammoniak 
bis zu schwach saurer Reaktion, fällt das Calcium dann in 
bekannter Weise mit Ammonoxalat und wägt als Calciumoxyd. 
Für die Richtigkeit der Methode gebe ich die folgenden 
Belege: 
30 сет einer Nährflüssigkeit (Serum, Адаг und Bouillon) ergaben 
0,0055 g CaO. 
Eine Kontrollanalyse ergab 0,0056 g » . 


30 ccm der obigen Nährflüssigkeit wurden mit 0,0431 g СаО 
versetzt, ев wurden nach dem Veraschen gefunden 0,0496 g CaO. 

In Urin und Stuhl wurde bei zahlreichen Calciumdoppel- 
bestimmungen eine gute Übereinstimmung erzielt. 


1) Der Alkohol kann durch Destillation wiedergewonnen und für 
weitere Bestimmungen gebraucht werden. 


Das Pituitrin und die Adrenalinhyperglykämie. 
(Vorläufige Mitteilung. Vorgetragen auf dem 8. nordischen 
Kongreß in Lund, August 1913.) 

Von 
Thor Stenström. 

(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universität Lund.) 
(Eingegangen am 17. November 1913.) 

Mit 5 Figuren im Text. 


Nach der gewöhnlichen Auffassung wird der Kohlen- 
hydratumsatz durch eine Wechselwirkung von Pankreas, Neben- 
nieren und Thyreoidea reguliert — dabei soll das Pankreas einen 
hemmenden, die übrigen einen fördernden Einfluß ausüben. 
Als Stütze für diese Ansicht liegen zahlreiche tierexperimentelle 
Studien vor, und die Erfahrungen aus der menschlichen Patho- 
logie gehen in derselben Richtung. 

Durch das Studium der nach Pankreasexstirpation ent- 
standenen Störungen im Kohlenhydratumsatz muß es wohl als 
festgestellt erachtet werden, daß das Assimilationsvermögen des 
Organismus für Kohlenhydrate auf der Funktionsbreite dieses 
Organs beruht. Exstirpation der Thyreoidea erhöht die Toleranz 
für Kohlenhydrate, während Injektion von Thyreoidin oft ent- 
gegengesetzt wirkt und zuweilen Glucosurie verursacht. Der 
Hypo- resp. Hyperfunktionszustand der Thyreoidea, der bei 
Menschen das Entstehen von Myxödem und Morbus Basedowii 
bedingt, führt zu ähnlichen Störungen. Injektion von Adrenalin 
wirkt mobilisierend auf das Glykogen und setzt die Assimilation 
herab — im Gegensatz hierzu steht das Verhalten bei Morbus 
Addisonii. 

Die Stellung, die die Hypophyse einnimmt, ist weniger 
klar. Die bei Akromegalie öfters vorkommende Glucosurie 
macht es wahrscheinlich, daß auch diese Drüse einen inner- 
sekretorischen Einfluß auf den Kohlenhydratumsatz ausübt, 
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aber die widersprechenden Resultate der Untersuchungen geben 
keinen festen Anhaltspunkt für die Beurteilung der Bedeutung 
der Hypophyse. Nach einer allgemeinen Auffassung soll die 
Hypophyse — ähnlich wie die Thyreoidea — bei gewissen Tier- 
arten einen sensibilisierenden Einfluß auf das Adrenalin aus- 
üben und dadurch das Entstehen von Hyperglykämie und 
Glucosurie fördern. 

Auf eine Aufforderung von Prof. Bang habe ich von diesem 
Gesichtspunkt aus die Frage nach der Bedeutung von Pitui- 
trinum infundibulare für den Adrenalindiabetes einer experimen- 
tellen Bearbeitung unterworfen. 


Methodik. 


Frühere Verfasser haben im allgemeinen ihre Versuche 
am Urin ausgeführt; dagegen liegen nur wenige Blutzucker- 
bestimmnngen vor. 

Die bisherigen methodischen Schwierigkeiten erklären, 
warum solche in größerem Maßstabe nicht ausgeführt sind. Die 
kürzlich von Bang veröffentlichte Mikromethode bietet große 
Vorteile und dadurch sind eingehendere Studien über die feineren 
Schwankungen des Blutzuckers ermöglicht. 

Ich habe bei den folgenden Versuchen diese Methode zur 
Bestimmung des Blutzuckers angewandt. Falls der Harn 
Almens Wismutlösung reduzierte, wurde der Urinzucker- 
gehalt nach Entfärbung mit Alkohol und Blutkohle quantitativ 
nach Bang wie gewöhnlich bestimmt. 

Als Versuchstiere dienten gut ernährte Kaninchen, die am 
Tage des Versuchs keine Nahrung bekamen. 

Der mir zur Verfügung stehende Hypophysenextrakt ist 
das käufliche Pituitrin (Parke-Davis and Co.). Kontrollversuche 
mit Pituglandol sind ausgeführt. Durch Serienuntersuchungen 
an normalen Tieren wurde festgestellt, daß die individuellen 
Schwankungen des Blutzuckerbildes (die Fehlerquellen der Me- 
thode einberechnet) für die Beurteilung der Versuchsresultate 
nicht in Betracht kommen. Das Pituitrin wurde subcutan 
injiziert, da intravenöse Injektionen toxisch wirken und An- 
derungen des Blutzuckers — die später beschrieben werden — 
verursachen. Die übrigen Eingriffe wurden !/, Stunde nach der 
Pituitrininjektion vorgenommen. 
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Die Hypergliykämie nach subcutanen Adrenalin-Pituitrin- 
Injektionen. 

Die Adrenalinhyperglykämie ist von Bang!) eingehend 
studiert worden. Diese Versuche ergaben, daß der Blutzucker 
nach subcutaner Injektion eine schnelle Steigerung zeigt, die 
schon nach 1 bis 1'/, Stunden ihr Maximum erreicht, um dann 
langsam bis zum Anfangswert herabzusinken. 

Die Resultate der Versuche mit Kombination von Pitui- 
trin und Adrenalin sind in hohem Grade überraschend 
gewesen und ergaben den unerwarteten Befund, daß das 
Pituitrin — in bezug auf den Kohlenhydratumsatz — in 
keiner Weise eine das Adrenalin aktivierende Sub- 
stanz ist, sondern daß es im Gegenteil imstande ist, 
die hyperglykämische Wirkung des Adrenalins zu 
hemmen. Die 7 Versuche über die ich verfüge, haben alle 
dasselbe Resultat ergeben: eine Verringerung, resp. ein voll- 
ständiges Unterdrücken der Adrenalinhyperglykämie. Außer- 
dem ist es mir gelungen, die ungefähre Menge Pituitrin aus- 
zutitrieren, die genügend ist, um die nach einer gewissen Menge 
Adrenalin entstandene Steigerung des Blutzuckers gänzlich zu 
hemmen. Auf 0,1 mg 
Adrenalin kommen 2 
bis 3 ccm Pituitrin, d.h. 
ungefähr 2 bis 3 mg 
von den in dem hin- 
teren Lappen (vielleicht 
Pars intermedia) ent- 
haltenen aktiven Sub- 
stanzen. 

Um kurz zu sein’), 
beschränke ich mich dar- 
auf, einen der Versuche 
zu demonstrieren — 
durch die graphische 
Nr. 1. Subout. Injekt. von 0,5 mg Adrenalin. Darstellung, Fig. 1, an- 


. 2. . Injekt. М 
Get EE EECHER schaulich gemacht. Das 





1) Bang, Der Blutzucker, S. 89. Verlag v. J. Е. Bergmann 1913. 
®) Eine ausführliche Mitteilung folgt später a. а. О. 
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Kaninchen von 2400 g Gewicht bekam nach einer subcutanen 
Injektion von 0,5 mg Adrenalin in 5,0 g Ringerscher Lösung eine 
typische Adrenalinhyperglykämie. Eine Woche später bekam das- 
selbe Kaninchen !/, und !/, Stunde vor der Adrenalininjektion zwei 
subcutane Injektionen von Pituitrin — im ganzen 10 ccm in 
Dosen A 5 ccm. Wie die Kurve zeigt, hat die zugeführte Pi- 
tuitrinmenge nicht vollkommen ausgereicht, um die Adrenalin- 
hyperglykämie zu unterdrücken. Die zwar unbedeutende Stei- 
gerung von 0,09 bis 0,13°/, fällt außerhalb der physiologischen 
Schwankungen; es ist aber deutlich genug, daß eine starke 
Hemmung eingetreten ist. Der Harn, der in dem ersten Ver- 
such 1,7 g Zucker enthielt, war bei gleichzeitiger Pituitrin- 
injektion zuckerfrei. Sogar bei dem einzigen Hunde, den 
ich bisher untersucht habe, hat das Pituitrin einen hemmenden 
Einfluß auf die Glucosurie ausgeübt. Bei diesem verursacht 
Adrenalin in kleineren Dosen eine Zuckerausscheidung im Harn, 
ohne vorhergehende Blutzuckersteigerung, und führt erst bei 
größeren Dosen zu Hyperglykämie. 

Das Pituitrin ist — durch einmalige Verabreichung per 
os — nicht imstande, selbst in großer Menge, die Adrenalin- 
hyperglykämie zu hemmen. Dagegen ist es mir gelungen, 
durch lange anhaltende Hypophysenfütterung per ов — 
während 5 bis 6 Wochen — bei Kaninchen die sonst nach 
kleinen Mengen Adrenalin (0,1 mg) entstehende Steige- 
rung des Blutzuckers zu verhindern (Fig. 2). 

Abgesehen von der 
alimentären und der Pan- 
kreashyperglykämie hält 
man jeden Eingriff, der 
zur typischen Hypergly- 
kämie führt, für abhängig 
‚von den Nebennieren, da Fig. 2. 


. А А Nr.1. 0,1 mg Adrenalin subcutan. 
ihre Exstirpation das Nr.2. 0,1 mg Adrenalin subcutan 


Entstehen einer Blut- „ach chron. Hypophysenfütterung per os. 
zuckersteigerung verhin- 

dert. Vielleicht nimmt die Aderlaßhyperglykämie eine Sonder- 
stellung ein, da Nebennierenexstirpation in diesem Falle nicht 
die Steigerung des Blutzuckers verhindern soll [Nishi?)]. In 


1) Nishi, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 61, 401, 1909. 
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diesem Institut ausgeführte Versuche (Bang) zeigen aber, daß 
dies wahrscheinlich nicht der Fall ist. 

Da das Pituitrin imstande ist, die nach Adrenalininjektion 
entstehende Hyperglykämie zu verhindern, mußte man ja darin 
ein Mittel besitzen, um feststellen zu können, ob Hyperglykämie 
durch Adrenalin verursacht wird oder nicht. Ich habe Ver- 
suche über einige der gewöhnlichen Formen der Hyperglykämie 
ausgeführt. 


Die Pigärehyperglykämie. 


In drei Fällen ist der Zuckerstich von Prof. Bang aus- 
geführt worden; in zwei von diesen Fällen habe ich mich 
durch Obduktion davon überzeugt, daß der Boden des IV. Ven- 
trikels lädiert worden ist. Die Untersuchung des Blutzuckers 
zeigte gewiß eine Steigerung desselben, aber diese Erhöhung 
war bei vorheriger Pituitrininjektion bedeutend niedriger als 
in den gleichzeitig aus- 
geführten Versuchen bei 
Zuckerstich ohne Pitui- 
trin. Der Harn war in 
zwei von den Fällen 
zuckerfrei,reduzierte aber 
in dem dritten Falle ziem- 
lich erheblich. 

Ich weise auf die Fig. 3 
hin. Das Kaninchen, von 
2100 g Gewicht, bekam 


Fig. 3. 11, und !/, Stunde bevor 
Nr. 1. Blutzuckerkurve nach Piqûre. der Zuckerstich ausge- 


Nr. 2. Blutzuckerkurve nach Piqûre und x | 
10 ccm Pituitrin subcutan. führt wurde 10 com Pi- 


tuitrin in Dosen von 
5 ccm. Durch Vergleich mit der reinen Pigürekurve ist es deut- 
lich, daß eine starke Hemmung der Blutzuckersteigerung 
eingetreten ist. Der Harn war zuckerfrei. 





Die Coffeinhyperglykäuie. 


Aus Nishis?) Versuchen ist hervorgegangen, daß die nach 
einem Coffeinpräparat entstandene Blutzuckersteigerung nach 


1) 1. с. 


Pituitrin und Adrenalinhyperglykämiie. 477 


Nebennierenexstirpation ausbleibt, und ich!) habe in einem 
früheren Aufsatz auf die große Ähnlichkeit der Blutzuckerkurve 
mit der nach Adrenalininjektion entstandenen Hyperglykämie 
hingewiesen. Nachstehende Tabelle zeigt, daß die sonst nach Di- 
uretininjektion entstehende Steigerung des Blutzuckers bei 
vorhergehender Pituitrininjektion ausbleibt. 


Subcoutane Injektion von 


0,5 д Diuretin 
-} 4 ccm Pituitrin 


Blutzuckergehalt іп °/, 


Zeit nach der — 
Injektion 0,5 g Diuretin 














Präformiertes Blut 0,10 0,15 
1/, Std. 0,11 0,16 

Ka 0,12 0,17 

10, я 0,14 0,16 

2 n 0,16 0,15 
з, 0,12 0,14 

4 e 0,10 0,13 

5 » 0,10 0,13 


In dem einen Versuch tritt eine Blutzuckersteigerung von 
0,10 bis 0,16°/, ein, dagegen tritt bei vorhergehender Pituitrin- 
injektion keine Zunahme ein; der Blutzucker hat zwar den 
hoben Anfangswert von 0,15°/,, aber die geringe Steigerung 
von 0,02°/, fällt innerhalb des Rahmens der physiologischen 
Schwankungen. 


Die psychische Erregung. 


Ein dem von Böhm und Hoffmann?) bei der Katze 
hervorgerufenen analoger „Fesselungsdiabetes“ ist kürzlich in 
diesem Institut von Jacobson?) nachgewiesen worden. Schon 
vorher hatten Bang und ich‘) infolge zahlreicher Beobachtungen 
die Aufmerksamkeit auf die große Bedeutung, die man der 
psychischen Einwirkung auf die Versuchstiere für den Blutzucker 
zuschreiben muß, gelenkt. Hirsch und Reimbach’°) haben 
später die Resultate von Jacobsons Versuchen bestätigt. Die 


1) Stenström, diese Zeitschr. 49, 225, 1913. 

o Böhm und Hoffmann, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
8, 280, 1878. 

s) Jacobson, diese Zeitschr. 51, 443, 1913. 

14) Bang und Stenström, ebenda 50, 437, 1913. 

5) Hirsch und Reimbach, ebenda. 
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von mir ausgeführten Versuche sind in gewissen Fällen mit 
älteren Versuchen übereinstimmend gewesen und haben eine 
Hyperglykämie mit darauffolgender Glucosurie ergeben. In 
einigen Fällen habe ich sogar eine Glucosurie mit einer un- 
bedeutenden, in anderen Fällen ohne irgendwelche Steige- 
rung des Blutzuckers erhalten. 

Da frühere Arbeiten zeigen, daß auch die nach psychischer 
Erregung entstandene Glucosurie nach Nebennierenexstirpation 
ausbleibt [Cannon, Stohl und 
Wright')], mußte ja das Pituitrin 
auch hier einen hemmenden Ein- 
fluß ausüben. Daß dies der Fall 
ist, zeigt folgender Versuch. 

Das Kaninchen wurde auf dem 
Operationstisch angebunden und 
während 10 Minuten gereizt. 
1 Woche später wurde der Versuch 
an demselben Tier, das inzwischen 





Fig. 4. 
Nr. 1. Blutzuckerkurve nach 
psychischer Erregung. im Keller aufbewahrt wurde, wieder- 


Мг. 2. Blutzuckerkurve nach holt, nachdem es erst 1/1, und 


psychischer Erregung 


undPituitrinsubeutan. 4 Stunde vorher 6 ccm Pituitrin 


in Dosen von je 3 ccm erhalten 
hatte. Im letzteren Falle trat keine Steigerung des Blutzuckers 
ein, und der Harn, der in dem reinen Versuch einen Zuckergehalt 
von 0,4°/, zeigte (absolute Menge 0,1 g), enthielt 0,05°/, Zucker. 


Die Aderlaßhypergliykämie. 


Auch diese wird durch Einwirken von Pituitrin ge- 
hemmt. Ich verfüge über zwei Versuche. Nach einer Pituitrin- 
injektion von 5 ccm wurden aus der Carotis 15 ccm Blut ent- 
nommen. Der Blutzucker hielt sich vollkommen innerhalb phy- 
siologischer Grenzen, und der Urin war zuckerfrei, was übrigens 
nach Blutentnahme meistens der Fall ist. 


Der physiologische Blutzuckergehalt. 


Um die vorhergehenden Versuche beurteilen zu können, 
ist es notwendig, die Einwirkung des Pituitrins auf den nor- 


1) Zitiert nach Bang, Der Blutzucker. 
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malen Blutzuckergehalt zu kennen. Im folgenden sollen die 
Resultate solcher Versuche mitgeteilt werden. 

In 4 Fällen wurde das Pituitrin subcutan in Mengen von 
1 bis 10 ccm injiziert. Die Tiere schienen im allgemeinen von 
der Injektion vollkommen unbeeinflußt zu sein; nur das Kanin- 
chen, das 10 ccm bekam, war vielleicht in geringem Grade 
beeinflußt und fing etwa ?/, Stunde nach der Injektion an, eine 
Weile unruhig herumzukriechen, wobei es sich flach ausgestreckt 
hatte — mit den hinteren Extremitäten nach hinten gerichtet; 
es hat aber sofort dargereichtes Futter gefressen. 

In keinem von den Fällen wurde eine Steigerung des 
Blutzuckers beobachtet; derselbe hielt sich zwischen physio- 
logischen Grenzen. Der Harn war zuckerfrei. 

Anders verhielt es sich aber nach intravenöser Injektion 
In drei von den zehn Fällen, über die ich verfüge, wurde nur 
1 ccm Pituitrin zugeführt. Die Versuchstiere zeigten hierbei 
geringe Beeinflussung, die schnell vorüberging und sich als all- 
gemeiner Tremor, eine gewisse ‚Schwäche der hinteren Extremi- 
täten und Ataxie bei Bewegungsversuchen kennzeichnete. Der 
Blutzuckergehalt zeigte keine abnormenSchwankungen 
und der Harn reduzierte nicht. 





A Intravenöse Injektion von 8,0 com Pituitrin. 
B n ” n»n 8,0 mg 947 Foi, 
С n n sn 8,0 mg 947 F 62. 


Bei gesteigerten Pituitrinmengen nimmt die Einwirkung 
zu. Die Parese entwickelt sich zur vollständigen Erschlaffung, 
und Respirationsstillstand von 1 bis 2 а 3 Min. Dauer tritt ein. 
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Das Kaninchen liegt wie tot mit aufgehobenen Reflexen, und 
nur der Herzschlag deutet an, daß das Tier noch lebt. Es er- 
holt sich nach und nach und fängt wieder an zu atmen. Die 
Parese der Hinterbeine und die Unsicherheit bei Bewegungs- 
versuchen halten noch eine ganze Weile an, und erst nach zirka 
1 Stunde fängt das Kaninchen an, sich normal zu verhalten. 
Der Blutzucker zeigt eine starke Steigerung, die schon nach 
5 Min. ihr Maximum erreicht und in den nächsten 10 Min. 
wieder auf den Anfangswert herabsinkt (Kurve 5 А). Der Harn 
reduzierte in zwei Fällen; die absoluten Mengen waren 11 bis 
18 mg Zucker. 

Die erhaltenen Resultate zeigen, daß nach subcutaner In- 
jektion keine Einwirkung auf Blut- oder Urinzucker stattfindet. 
Dagegen bewirkt intravenöse Injektion von Pituitrin, in größeren 
Dosen als 1 ccm, eine schnell vorübergehende Hyperglykämie, 
die in gewissen Fällen zu einer Glucosurie geringen Grades 
führt. Daraus geht deutlich hervor, daß es die Menge und 
die schnelle Überschwemmung des Organismus mit Pituitrin in 
toxischen Dosen ist, die die Hyperglykämie hervorrufen. 

Von größtem Interesse wäre es natürlich, zu wissen, ob 
die zuckersteigernde und adrenalinhemmende Substanz — oder 
Substanzen — dieselben sind, oder ob sie identisch sind mit 
den in dem hinteren Lappen enthaltenen, in anderer Hin- 
sicht pharmakodynamisch wirksamen Körpern. Es ist mir ge- 
lungen, (im wesentlichen) diese Frage zu lösen. 


Einwirkung der „Fühnerschen Substanzen“ auf den 
Blutzucker. 


Fühner!) hat kürzlich nach Beseitigung des Eiweißes 
durch Fällung mit Phosphorwolframsäure die wirksamen Be- 
standteile im hinteren Lappen der Hypophyse isoliert. Das 
Filtrat war pharmakologisch unwirksam. Die erhaltene Fällung 
bildete keinen einheitlichen chemischen Körper, sondern konnte 
durch fraktionierte Ausfällung in vier ungleiche Körper mit 
verschiedenen physikalisch-chemischen Eigenschaften geteilt 
werden. Auch aus dem Filtrat gelang es ihm, durch fraktio- 


1) Fühner, Deutsche med. Wochensohr. 11, 491, 1913. 
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nierte Fällung mit Alkohol vier verschiedene chemische Körper 
zu erhalten. 

Bei intravenöser Injektion dieser Substanzen — die mir 
von der Firma Meister, Lucius und Brüning freundlichst zur 
Verfügung gestellt wurden — in Dosen von 8 bis 10 mg 
hatten die aus dem Filtrat gewonnenen Substanzen keinen 
Einfluß auf den Blutzucker; auch nach Injektionen von zwei 
von den anderen Substanzen blieb der Blutzucker innerhalb 
physiologischer Grenzen. Zwei Substanzen — 947 Е 61 und 
947 Е 62 — verursachten Hyperglykämie unter denselben 
Symptomen wie nach intravenöser Pituitrininjektion. Der Blut- 
zucker erreichte schon nach einigen Minuten einen maxi- 
malen Wert und fiel dann ziemlich schnell bis auf den 
Anfangswert. (Kurve 3b und c.) Der Harn war im ersten Falle 
zuckerfrei, enthielt in dem anderen Falle 0,14°/, Zucker, bei 
einer absoluten Menge von 7 g. 

Die Substanzen 947 F 62 und 947 F 63 üben einen 
hemmenden Einfluß auf die Adrenalinhyperglykämie 
aus, die übrigen haben keine Bedeutung. Eigentümlicherweise 
verursacht die erste dieser Substanzen eine Hyperglykämie bei 
intravenöser Injektion, während sie, subcutan eingespritzt, die 
Adrenalinhyperglykämie hemmt. Ich habe diese Substanzen 
nicht titriert, habe aber bemerkt, daß sie in dem Pituitrin 
bedeutend wirksamer sind, als nachdem sie isoliert worden sind. 


Schlußfolgerungen. 


Meine Versuche haben — kurz zusammengefaßt — folgende 
Resultate ergeben: 

Pituitrinum infundibulare verursacht bei subcutaner Injektion 
keine Veränderung des Blutzuckers und keine Glucosurie Es 
verursacht bei intravenöser Injektion in größeren Dosen als 
1 ccm eine schnell vorübergehende Hyperglykämie und in einigen 
Fällen eine schwache Glucosurie. Auch die Substanzen 947 F 61 
und 947 F62 haben dieselbe Wirkung. Schließlich wird — 
durch subcutane Injektion — die Adrenalinhyperglykämie und 
die darauf folgende Glucosurie von Pituitrin und auch von den 
Substanzen 947 Е 62 nnd 947 Е 63 gehemmt. 

Der größte Wert meiner Versuche besteht ohne Zweifel 


in dem gelieferten Beweis von dem Antagonismus zwischen 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 81 
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zwei sonst pharmakodynamisch wirksamen Substanzen in der 
Hypophyse und in den Nebennieren. 

Ich bin mit dem Studium über den Einfluß des Pituitrins 
auf den alimentären und Pankreasdiabetes beschäftigt und behalte 
mir vor, weitere Ergebnisse auf diesem Gebiet zu veröffentlichen. 
Bevor diese Versuche abgeschlossen sind, will ich mich nicht 
in eine Diskussion über die physiologische Bedeutung der 
Hypophyse für den Kohlenhydratumsatz einlassen; ich lasse 
die Frage offen. 


Der Stoffwechsel des Säuglings im Hunger. 
П. Mitteilung). 
Von 


Artur Schloßmann und Hans Murschhauser. 
(Aus der Akademischen Kinderklinik in Düsseldorf.) 
(Eingegangen am 4. Dezember 1913.) | 
Mit 3 Figuren im Text. 


In einer vorausgehenden ausführlichen Arbeit (siehe Bd. 56 
dieser Zeitschrift) haben wir uns mit dem Hungerstoffwechsel 
des Säuglinge von verschiedenen Gesichtspunkten aus beschäftigt 
und weitere Mitteilungen über den gleichen Gegenstand in Aus- 
sicht gestellt, da die ganze Frage nach mannigfacher Seite hin 
noch der Klärung bedarf. Im folgenden soll nun über einen 
Versuch berichtet werden, der die direkte Ergänzung zu den 
Untersuchungen am Kinde G. in der vorhergehenden Arbeit 
darstellt. 

Dieses Kind G., geboren am 11. П. 1913 — nähere Mit- 
teilungen finden sich an der angeführten Stelle”) —, war am 
13. und 14. IV., als ев Frauenmilch erhielt, im Zustande der 
Inanition bei einem Gewicht von 3570 g erstmalig untersucht 
worden (Versuch 5), sodann wieder bei knapper Ernährung mit 
Kuhmilch und Wasser am 21. VI. bei einem Gewicht von 4350 g 
(Versuch 17). Alsdann war mit intensiver Mast des Säuglings 
begonnen worden, indem wir ein Gemisch von Buttermilch mit 
Sahne gaben®). Am 8. VII. beträgt das Gewicht 4730 g, es 
erfolgt Versuch 18 und bei derselben Nahrung und einem Ge- 
wicht von 5300 g wurde am 25. VII. mit Versuch 19 begonnen, 
der am 5. VIII. mit Nachperiode abgeschlossen war. Bei Ver- 


1) I. Mitteilung in dieser Zeitschr. 56, 355 ff. 
*) Diese Zeitschr. 56, 367. 
5) Alles Nähere diese Zeitschr. 56, 386 ff. 
Oh 
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such 18 war nach 48stündiger Nahrungssistierung ein Respira- 
tionsversuch eingeschoben worden, bei Versuch 19 ein solcher 
sowohl nach 48stündigem als auch nach 72stündigem Hunger- 
Wir hatten die Umsetzungen, die nach 48stündigem und nach 
72stündigem Hunger erfolgen, dann in Vergleich gesetzt mit 
denjenigen, die wir bei einem anderen Kinde?) nach 24 stündiger 
Nahrungsentziehung beobachtet hatten und so den Grundumsatz 
mit den Ruhewerten im Hunger in Parallele gestellt. Das 
andere Versuchskind war aber ein magerer Säugling, während 
Kind G. inzwischen recht fett geworden war. 

Aus mannigfachen Gründen erschien es wünschenswert, 
auch die Umsatzwerte nach 24 Stunden bei dem gleichen Kinde 
zu ermitteln und zugleich den Versuch nach 72stündigem Hunger 
nochmals zu wiederholen. Endlich wurde auch der ganze Stoff- 
und Kraftwechsel des Kindes noch weiter als in den voran- 
gegangen Versuchen verfolgt. Um eine weitgehende Gleich- 
mäßigkeit in der Nahrung in der vorangehenden und nach- 
folgenden Periode zu haben, wurde die Buttermilchsahnen- 
mischung für jede der beiden Perioden auf einmal zurecht- 
gemacht und die einzelnen Flaschen nach gründlicher Durch- 
mischung des Ganzen im Kühlraum aufbewahrt. 

Begonnen wurde mit dem neuen Versuch am 18. VIII. 
Kind G. hatte sein Gewicht von 5300 g am 27. VII. auf 5800g 
erhöht, somit in 21 Tagen 500 g zugenommen; trotzdem der 
Versuch 19 in diese Periode hineinfällt und das Kind 76 Stun- 
den gehungert hatte, haben wir eine durchschnittliche Zunahme 
von 23 g täglich. 

In der Zusammensetzung der Nahrung war insofern eine 
Änderung vorgenommen, als wir vom 12. VIII. ab statt Weizen- 
mehl die gleiche Menge Bananenmehl der Nahrung zusetzten. 

Die Banane wird seit Jahren in immer steigendem Maße 
bei der Beifütterung von Säuglingen herangezogen und hat 
eich hier ausgezeichnet bewährt. Es war daher zweifellos ein 
naheliegender und guter Gedanke, das wohlschmeckende Mehl 
dieser Frucht als solches in den Handel zu bringen. Dies ge- 
schieht neuerdings durch die „Deutsch-Koloniale Bananen- 


1) Siehe Schloßmann und Murschhauser, Der Grundumsatz 
und Nahrungsbedarf des Säuglings gemäß Untersuchungen des Gasstoff- 
wechsels. Diese Zeitschr. 26. 


Stoffwechsel des Säuglings im Hunger. II. 485 


Mühlen-Werke G. m. b. H.“ in Mannheim, die unter dem 
Namen „Melban“ das Mehl der Banane vertreiben. Seitens 
der Leitung der Gesellschaft war uns der Wunsch übermittelt 
worden, die Ausnutzung des Mehles beim Säugling zu verfolgen, 
und wir benutzten die Gelegenheit dieses Versuches mit seiner 
Vor- und Nachperiode, um uns über diese Frage Aufklärung 
zu verschaffen. Bemerkt sei dabei, daß das Mehl von dem 
Versuchskinde G. ebenso wie von der großen Mehrzahl der 
Kinder sonst, die es erhielten, sehr gern genommen wurde. 
Die Stühle bei Melbanzusatz sind dabei sehr gut gebunden, 
ohne damit hart und knollig zu sein, eine Tatsache, die sich 
beim Stoffwechselversuch als ein erheblicher Vorteil erweist. 
Das Kind erhielt also seine 800 g Buttermilch mit Sahne, ge- 
nau wie in der Zeit vor dem Versuch 19, nur daß jetzt Mel- 
ban statt Weizenmehl verwendet wurde. 
Die Zusammensetzung der Nahrung war folgende: 


Tabelle I. 
A. 
Zusammensetzung des Bananenmehles Melban. 


In 100 g Substanz fanden wir: 
13,24 g Wasser 
2,36 g Eiweiß (0,377 g N) 
1,73 g Asche 
0,24 g Fett 
1,66 g lösliche Kohlenhydrate 
75,74 g Stärke. 


B. 
Die Milchmischung wurde hergestellt aus: 
750 g Buttermilch 
250 g Sahne 
40 g Rohrzucker 
15 g Melban. 
Das Gemisch vom Buttermilch und Sahne als solches enthielt von 


vornherein: 
In der Vorperiode: 


3,90%, Fett 
0,49%, N 
4,76 %/, Milchzucker. 


In der Nachperiode: 
3,90%, Fett 
0,5026°/, N 
4,76°/, Milchzuoker. 
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C. 
In 160 com Nahrung, die das Kind zu jeder Mahlzeit erhielt, 
waren: 


Vorperiode: 
І Lösl. 2 
N Fett Milchzucker Zuckor Stärke 
` g g g g g 
Buttermilch 
| Sahne . . 0,784 6,240 7,616 — — 
Melban . . . 0,009 0,006 — 0,0398 1,818 
Rohrzucker . — — — 6,4000 — 
Summa: 0,798 6,246 7,616 6,4398 1,818 
Nachperiode: 
Buttermilch 
-+ Sahne . . 0,8042 6,240 7,616 — — 
Ме ап . . . 0,0090 0,006 — 0,0898 1,818 
Rohrzucker . — — — 6,4000 — 
Summa: 0,8132 6,246 7,616 6,4398 1,818 


Von dem Gemenge, dessen Zusammensetzung aus Tab. I 
ersichtlich ist, erhielt das Kind vom 12. VIII. ab täglich 800 g. 
Als die Vorperiode des eigentlichen Versuches begann, nämlich 
am 18. VIII, war das Kind völlig an die neue Nahrung ge- 
wöhnt und trank seine Flasche regelmäßig bis zum letzten 
Tropfen aus. Der Versuch, den wir in Fortsetzung der früheren 
Numerierung als den 20. bezeichnen, setzt sich zusammen auseiner 
Vorperiode von 54 Stunden, in der bei der bisherigen Nahrung 
alle Einnahmen, sowie der dazu gehörige Urin und Kot ana- 
lysiert wurden, der Hungerperiode von 76 Stunden, ір der pro 
Tag 800 ccm Wasser mit 3°/,, NaCl und etwas Saccharin ge- 
geben wurde, und einer 86stündigen Nachperiode, in der bei 
der früheren Nahrung wieder alles analysiert wurde. Die Vor- 
periode begann am 18. VIII. mittags 1 Uhr und dauerte bis 
zum 20. VIII. abends 7 Uhr, der Hunger von da ab bis zum 
23. VIII. abends 11 Uhr, die Nachperiode von da an bis zum 
27. VIII. mittags 1 Uhr. | 

Über das Verhalten des Kindes im Versuch ist folgendes 
zu sagen: 


18. VIII. mittags 1 Uhr wird der Flasche etwas Kohle beigemengt; 
das Kind trinkt 160 g Mischung, ebenso um 5 Uhr 25 Min. nachmittags 
und */,8 Uhr abends. Auf die Zeit von mittags 1 Uhr bis abends 
7 Uhr kommen somit 320 g Nahrungsaufnahme. Nachmittags um 5 Uhr 
ein geformter Stuhl ohne Kohle, der also nicht zu dieser Periode 
rechnet. 
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19. VIII. früh 6 Uhr Stuhl geformt mit Kohle. Das Kind trinkt 
um 1/5, */,10, 1,2, 1/6 und 2/,8 Uhr seine Flasche aus. Um !/, 12 Uhr 
mittags ein zweiter Stuhl, der noch etwas Kohle in den ersten Teilen 
der Entleerung enthielt. 

20. VIII. Das Kind trinkt um '/,5, 1/,10, 1 und um 6 Uhr seine 
Flasche leer. Früh um 8, !/,12 und !/,5 Uhr geformte Stühle. 

Um 8 Uhr trinkt das Kind 160 g Wasser mit 3°/ NaCl und 
Saccharin. Der Hunger hat also begonnen. Zuerst nahm das Kind die 
Flasche widerwillig, und trank nur in 2 Absätzen leer. Es schläft aber 
ruhig ein und zeigt keinerlei Unruhe. 

21. VIII. trinkt das Kind früh um !/,5 Uhr 160 g Wassermischung 
aus, und zwar besser und ohne Zeichen der Abneigung gegen das Ge- 
tränk, ebenso um 1/,10, 1/,2, 6 und um !/,12 Uhr. Bei dieser Mahlzeit 
ließ es 20 g in der Flasche, die es aber später noch nahm. Von 7 Uhr 
abends bis 10 Uhr abends war das Kind im Respirationsapparat, ver- 
hielt sich musterhaft ruhig, indem es sofort einschlief und erst beim 
Herausnehmen wieder für kurze Zeit wach war (s. Fig. 1). 
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Fig. 1. Versuch 20А vom 21. VIII. Fig.2. Versuch 20B vom 
Kind G. 23. VIII. 1913. Kind G. 


22. VIII. Kind trinkt um !/,5, 10, ®/,1 und 5 Uhr је 160 д Wasser- 
salzmischung. Um 7 Uhr ein ziemlich harter, gut geformter Stuhl, der 
Rest der Nahrung aus der vorhergegangenen Ernährungsperiode. 

Das Kind war andauernd ruhig und zufrieden, lacht, wenn man ans 
Bett tritt, spielt und zeigt keinerlei Abnormität. Temperatur: 36,8 bis 37,2°. 
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23. VIII.: Früh '/,5, 10, !/,2 und :/,6 Uhr trinkt das Kind је 
160 g Wassersalzmischung. Um 7 Uhr abends kommt das Kind in den 
Respirationsspparat und bleibt bis 10 Uhr im Kasten. Abermals muster- 
haftes Verhalten (в. Fig. 2). :/,12 Uhr ist das Kind wieder im Bett in- 
stalliert und bekommt die erste Flasche mit Nahrung wie vor dem Hunger. 
Es trinkt 160 g glatt aus. Bis zuletzt ist das Kind munter und zufrieden. 
Ein Hungerstuhl ist nicht entleert. Temperatur in ano nachts !/,3: 36,2 °. 

24. УШ. Um 1/,5, ®/,10, 1, 51, und 8 Uhr trinkt das Kind je 
160 g Nahrung. Mittags '/,12 Uhr Ausleerung. Wohlgefornter Nahrungs- 
stuhl mit einer Spur Schleim. 

25. VIII. In der Nacht um 12 Uhr 15 Min. wieder Stuhl, des- 
gleichen 1/,7 Uhr früh und um 5 Uhr sowie um !/, 10 Uhr nachts, immer 
geformt, hellgelb. Die Nahrungsaufnahme völlig wie an dem vorangehen- 
den Tage (800 g in 5 Mahlzeiten). Temperatur nachts !/,4: 36,1°. 

26. VIII. Nachts 3 Uhr Stuhl geformt, hellgelb, ebenso abends 
BL, Uhr. Trinkt 800g in 5 Mahlzeiten. Temperatur nachts ?/,3 Uhr: 37,0°. 

27. VIII. (Lë Uhr geformter, hellgelber Stuhl, eine 2. und 8. Portion um 
21.7 und !/,2 Uhr. Das Kind trinkt früh um !/,6 Uhr 160 g Nahrung, 
desgleichen um ?/,10 Uhr. Der Flasche wird um DI Uhr wieder Kohle 
zugesetzt, die Nachperiode ist mit dem Erscheinen des Kohlestuhles be- 
endet. Dieser Kohlestuhl erscheint am 28. VIII. ?/,5 Uhr früh. Die 
Temperatur war am 27. August früh :/,4 Uhr 37°. 


Betrachten wir nun Einnahmen und Ausgaben, so ergibt 
sich folgendes: 
Die Aufnahme an Stoffen betrug: 





























Tabelle II. 
Zufuhr. 

| Menge | Milch- | Lösl. з 
ES — сот Кең М zucker |Zucker| ke 
3 18. VIII. 12% mittags bis 7» abends 320 | 12,492| 1,586| 15,232| 12,88 | 3,64 
18. VIII. 7% abendsbis 19. VIII. 7% abends 800 | 31,229| 3,695| 38,080! 32,19 | 9,09 
к EI19.VIIL.® sw a 20.71.7 » 800 | 31,229| 3,965| 38,080| 32,19 | 9,09 
A Ф| 20. VILI. 7? abends bis 21. УІІ. 7% abends | 24 | 800 — — — — — 
Silo VIII „ n 22.VIL® e 24| 800 | — | = | — | — — 
gëlt, »„ 230% „ [24| 80| le ll 
m 8123. VIII. » „ 23. VIII n 4| — ze = ke 
„| 23. УШ. 11% abds. bis 24. VIII. 7% früh 8| 320 | 12,492! 1,626| 15,282] 12,88 | 3,64 
3124. VDL n»n n25.VIL” n 94 | 800 | 31,229| 4,066| 38,030] 32,19 | 9,09 
5S:-2125.VIIL.7 n»n a 26.УШ.7 n 24| 800 | 81,229| 4,066! 38,030| 32,19 | 9,09 
Z Slae VIII. nn n27.VIL® e 24| 800 | 81,229| 4,066| 38,030) 42,19 | 9,09 
1УШ.» es n» LI. 68, 6| 160 | 6,246| 0,813| 7,616 1,82 

Zusammen: 
Ұогрегіоде ....... ‚....[54|1920 | 74,950| 9,520| 91,390] 77,27 |21,82 
Нопрегреподе........... 76 | 2400 — — — — | — 
Масһрепойе............ 86 | 2880 1119,430114,6401137,000 115,90 82,70 
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Die Ausgaben durch die Nieren betrugen: 
Tabelle III. 


Harnausscheidung. 





18. VIII. 12® mittags bis 19. VIII. 7% früh | 18 
19. VIII. 7% früh n»n 19.УПІ 7° араз] 12 
19. УШ. 7Pabends » 20.VIII. 7% früh | 12 
20. VIII. 75 früh sn 20.VIII. 7è abds.| 12 


310 | 2,128 1,978 | 33,0 
255 | 1,453 1,117 | 18,9 


175 | 1,403 | 0,780 


Vor- 
periode 


250 | 1,404| 0,910| 22,8 












20. УШ. 7% abends bis 21.VIII. 7% {гар | 12 | 285 | 1,282| 1,080| 17,6 
so |21. VIII. früh  » 21.VIII. 73 ађав.| 12 | 330 | 1,226| 44,300] 61,0 
© Ө |01. VIII. abends » 22.VIII. 7früh | 12 | 317 | 0,982! 56,300 | 54,0 
SE 122. VIIL 7 früh » 22.УПІ. 7% abds.| 12 | 405 | 0,928 34,000 71,8 
щ A |09, VIII. abends » 23. VII. früh | 12 | 280 0,836 | 45,500 | 47,8 
23. УШ. früh » 23.VIII.11®abds.| 16 | 412 | 1,067 108,600: 170,2 





23. УШ. 11% abends bis 24. VII. 7 früh | 8 125 | 0,583 | 25,200 


E 
о 
о 








о BA VIII. "früh » 24.УІП. 7% abds.| 12 1,156 | 10,800 15,0 
S |04. VIII. abends » 25.VIII. 7% früh | 12 | 210 | 1,321 | 0,960 — 
Н 25. VIII. "früh » 25.VIII. 7? abds.| 12 | 207 | 1,058 11,860 |} 42,0 
& 125. VIII. 7% abends » 26.VIII.7®früh | 12 232 | 1,610 15 ° ; 
S |26. VIII. 7 frūh n 26.VIII. 73 аав. | 12 265 | 1,318 } 1,580 } 394 
т 126. VIII. 7% abends „ 27.VIII. 7° früh 12 200 | 1,353 |7 ” | ; 
27. VIII. 7» früh 27. VIII. 18 mitt. 6 123 | 0,721| 0,560: — 
Zusammenziehung: 
Vorperiode ............ 54 | 990 | 6,388] 4,785 — 
Hungerperiode . . . . . ·. .... 76 , 2029 | 6,321 340,300 — 
Nachperiode . . 2 2 2.2202. 86 | 1662 | 9,120 268.00 | — 
Die Ausgaben an Kot betrugen: 
Tabelle IV. 
Kot. 
EE Trockensubstanz Wasser 
Vorperiode 114,55 g 27,30 g = 23,83], 87,25 g = 76,171, 
(54 Std.) 
Hungerperiode — — — — — 
(76 ЗЫ. 
Nachperiode 164,08 g 34,30 g = 20,90%), 129,78 g = 79,10%, 
(86 Std.) 
Zusammensetzung der Trookensubstanz: 
N Ges.-Fette 
Vorperiode . . . 0,993 g = 3,63 %/, 9,16 g = 33,54°/, 


Nachperiode . . 1,146 g = 3,34°], 12,58 g = 36,68°], 
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Die Wasserausscheidung. 

In der Vorperiode nahm das Kind in 54 Stunden 1920 ccm 
Flüssigkeit auf, als Urin wurden 990 ccm ausgeschieden, im 
Kot 87,25 ccm. Das Verhältnis von aufgenommener Flüssig- 
keit zu Urinmenge ist also 100:51,6, zum Kotwasser 100:4,5. 
Im Hunger wurden im ganzen 2400 ccm Wasser aufgenommen 
und 2029 ccm Harn ausgeschieden. Eine Wasserausscheidung 
durch den Kot fand nicht statt, es beträgt das Verhältnis 
zwischen Flüssigkeit in der Zufuhr und im Harn 100:84,9. 
Es ist also ein recht erheblicher Teil der aufgenommenen 
Flüssigkeit im Harn ausgeschieden worden. Für die Atmung 
und die Hautausscheidung stand einmal der Rest von Flüssig- 
keit zur Verfügung, der mehr aufgenommen als im Harn ab- 
gegeben ist, dann aber das Wasser aus der zersetzten Körper- 
substanz. Am Beginn des Versuches wog das Kind 5800 g, 
am Ende des Hungerns 5490 g, am Ende des ganzen Ver- 
suches am 28. VIII. 5910 р. Die Zunahme in den ersten 
54 Stunden des Versuches, in denen Nahrung gereicht wurde, 
ist leider nicht festgestellt, da das Kind aus anderen Gründen 
nicht aus der Stoffwechsellage entfernt werden sollte. Die 
Zunahme an den vorausgehenden 5 Tagen war bei ganz gleicher 
Nahrung 220 g gewesen, also 1,83 g pro Stunde, das würde für 
54 Stunden 98,82 g, also rund 100 g ergeben und die gesamte 
Abnahme in den 76 Stunden des Hungerns ist somit auf 310 g 
anzusetzen. Auch dann ergibt sich, daß die Wasserabgabe 
durch die Lunge und Haut in der Hungerzeit geringer gewesen 
sein muß als bei der Nahrungsaufnahme. In den Vorperioden 
standen für Abgabe durch Atmung und die Haut rund 750 g 
Flüssigkeit zur Verfügung, das ist pro Stunde etwa 14 g, 
während der Hungerszeit nur etwa 9 р. 

Das ruhigere Verhalten während des Hungers, besonders 
an den letzten 2 Tagen, und die geringere Temperatur ergeben 
den Grund für diese sparsamere Wasserabgabe durch Lunge 
und Haut. 

An den einzelnen Tagen der Hungerperiode war das Ver- 
hältnis von Flüssigkeitsaufnahme zur Harnmenge folgendes: 

1.—24. Std. 800 Aufnahme 615 com Harnmenge == 77°|, 


25.—48. » 800 Е 722 » n = 90°/, 
49.—16. » 800 » 692 » n = 86°/, 
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In der Nachperiode wurden in 86 Stunden 2880 ccm 
Flüssigkeit aufgenommen, 1662 ccm Urin abgegeben und rund 
130 g H,O im Kot ausgeschieden. Aufgenommene Flüssigkeit 
zu Urinmenge verhält sich wie 100 zu 57,7. Da die Zunahme 
in den 86 Stunden 320 g betrug, kann man die Ausscheidung 
durch Lunge und Haut mit ca. 9 g pro Stunde annehmen, 
also ebenso wie in der Hungerperiode. Für die einzelnen 
Phasen der Nachperioden ergibt sich folgendes: 


1.—32. Std. 1120 cem Flüssigkeit 635 ccm Harn = 56,7%, 
33.—56. » 800 » й 439 nn = 54,89, 
57.—86. » 960 » » 588» » =6129%, 


Vergleichen wir dies mit den früher gefundenen Verhältnissen 
bei dem gleichen Kinde, so betrug das Verhältnis von Flüssig- 
keitsmenge zur Harnmenge: 


Vorperiode Hunger Nachperiode 


Versuch 17. . . 67,7 62,9 71,2 
Versuch 18. . . 58,0 80,3 71,3 
Versuch 19. . . 44,8 82,8 59,0 
Versuch 20. . . 51,6 84,9 57,7 


In Versuch 17 und 18 waren die Nachperioden wesentlich 
kürzer als in Versuch 19 und 20. Bei Versuch 17 war das 
Kind recht mangelhaft mit einer einfachen Milchwassermischung 
ernährt ohne jeden Mehlzusatz. Im übrigen verweisen wir auf 
das früher (diese Zeitschr. 56, 387) zu dieser Frage Gesagte. In- 
wieweit die ganze Wasserretention sich durch eine Vermehrung 
oder Verminderung der NaCl-Beigabe regulieren läßt, soll 
später ermittelt werden. 


Der N-Umsatz. 


Der N-Umsatz deckt sich in unserem neuen Versuch gut 
mit dem früher beobachteten Verhalten. Unser Versuchskind 
erhielt vor dem Versuch eine sehr N-reiche Nahrung und setzt 
dann, sobald die Zufuhr aufhört, den Umsatz wesentlich und 
von Tag zu Tag mehr herab. Nach der Wiederaufnahme der 
N-Zufuhr sucht das Kind das im Hunger verlorene Eiweiß 
wieder rasch aufzubauen, die Ausscheidung des N im Harn 
ist daher geringer. 
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Der Eiweißumsatz stellte sich bei Kind G.: 





Tabelle V. 
N-Umsatz. 
Insgesamt Pro кон und 


Std. | № іп дегі! N im IN in der| N im 
Nahrung | Harn I!Nahrung | Harn 


g g g Е 


Vor- | 1.—30. rt 5,551 3,581 | 0,0319 | 0,0206 
periode | 31.—54. 8,965 2,807 0,0285 0,0202 
1.—94. E = | 2,508 — | 0,0180 

Hunger |25.—48. 24 — 1,910 — 0,0137 
49.— 16. 2 | — | wo | = | 0017 





Naoh- 1.1-—32: Std. = 5,692 3,060 0,0307 0,0165 
— 33.—56. » 4,066 2,668 0,0291 0,0192 
ре 51—56 „| 30 | #870 | 3392 | 0,0247 | 0,0194 
Zusammenziehung: 
Vorperide . . . . . 54 9,519 | 6,388 0,0304 | 0,0204 
Hunger ....... 76 — 1 6,321 — 0,0148 
Nachperiode 86 14,637 | 9, 120 0,0298 








0,0188 


Tabelle VI. 


Kind G. nahm auf, bzw. schied aus pro Kilogramm und Stunde 
Gramm N. 





— — — 


Ausscheidung im Harn 












‚ [0,0270 o, 0377 10,0327 


Vorperiode 10,0804 [0,0173 (0,2490 10,0227 | 0,0204 
Hunger . . . — |0, ‚0186 0,0167 10, ‚0151 |0 ‚0143 
Nachperiode . |0 ‚2440 0, 0333 0, 0290 0,0293 [0,0136 10,0194 0, 0183 |0, ‚0183 


Auch hier sehen wir also wieder ausgezeichnet 
die Tatsache bestätigt, daß im Hunger um so weniger 
Eiweiß eingerissen wird, je weniger in der Nahrung 
gereicht wurde. Sparsame Ernährung vor dem Hunger 
schützt den Organismus im Hunger. 


Die ganze Stickstoffbilanz in dem 216 Stunden währenden 
Versuch stellt sich folgendermaßen: 
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N-Ausgabe 









N-Einnahme 
b) Kot 





| 2,189 
Einnahme . . . 24,153g 
Ausgabe . . . . 23,968 g 
Differenz. . . . 0,185g 


Aus der geringen Differenz zwischen aufgenommenem und 
abgegebenem N kann man folgern, daß die 110 д Zunahme 
noch keinen wesentlichen Ansatz an neuer Materie gegenüber 
dem Zustande vor dem Versuch bedeuten, sondern daß in erster 
Linie das Eingerissene, und zwar auch das eingerissene Eiweiß 
wieder aufgebaut wurde, und daß die Gewichtszunahme von 
110 g gegenüber dem Gewicht vor dem Versuch auf Retention 
von Wasser zurückzuführen ist. In der Tat dauert es nach 
Abbruch des Versuches noch einige Tage, bis eine stetige Ge- 
wichtszunahme wieder eintritt, die auf regelmäßigen Ansatz 
von Körpersubstanz schließen läßt. Erst am 31. VIII. beginnt 
die Kurve wieder richtig anzusteigen, um am 12. IX. die Höhe 
von 6500 р zu erreichen. Inklusive der Schwankungen nach 
Abbruch des Versuches hat das Kind in den dem Abschluß 
des Versuches folgenden 15 Tagen 590 g gewonnen, das ist 
pro Tag rund 40 р. Ganz erheblich ist natürlich die N- 
Retention in den beiden Perioden, in denen Nahrung gereicht 
wurde. So retinierte das Kind in der Vorperiode pro Kilogramm 
und Stunde 0,0068 g N, in der Nachperiode 0,0088 g N. 


Die Aceton- und $-Oxybuttersäureausscheidung. 


Auch in diesem Versuch sehen wir wieder einen völligen 
Parallelismus in der Ausscheidung von Aceton und ß-Oxy- 
buttersäure im Hunger. Während von letzterer auch schon in 
der Vor- und Nachperiode pro Stunde bis knapp 2 mg aus- 
geschieden werden, hält sich die Acetonausscheidung an der 
Grenze des eben Nachweisbaren. Aber schon 17 Stunden nach 
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Beginn des Hungerns beginnt die Steigerung der Ausscheidung 
von Aceton und -Oxybuttersäure. Nachts geht sodann der 
Gehalt des Harns an beiden Körpern zurück, wenn auch nicht 
sehr erheblich, steigt am nächsten Tage wieder rapid und be- 
trächtlich, und zwar die ß-Oxybuttersäure erheblich über den 
Wert des vorhergehenden Tages, das Aceton bis annähernd zu 
der gleichen Höhe des Vortages. Mit dem Wiederbeginn der 
Nahrungsverabreichung sinken die beiden Werte wieder rasch 
herab. Schon 20 Stunden später sind sie annähernd wieder 
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auf der Norm (siehe Fig. 3 und die Tabelle III auf S. 489). 
Das Maximum an ausgeschiedenem Aceton beträgt 7,5 mg pro 
Stunde, das an ß-Oxybuttersäure 10,1 mg. Im Vergleich mit 
unseren früheren Versuchen haben wir diesmal etwas mehr 
Aceton; denn in Versuch 19 war das Maximum der Aceton- 
ausscheidung 6,37 mg pro Stunde. Damals wog das Kind 
5300 g, jetzt 5800 р, also pro Stunde und Kilogramm ergab sich: 

in Versuch 19. . . 1,2 mg 

м ” 20... 1,3 » 
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In Versuch 18 betrug das Maximum der Acetonausscheidung 
nur 4,8 mg pro Stunde, auf 1 kg umgerechnet nur 1,0 mg pro 
Stunde. In Versuch 17 liegen die Werte noch tiefer, doch sind sie 
nicht vergleichbar, da der Hunger nicht so lange dauerte. Immer- 
hin ist ersichtlich, daß mit der Dauer der starken Ernährung 
auch die Menge der Acetonausscheidung im Hunger wächst. 
Das Verhalten der N-Kurve zu dem der Aceton- und ß-Oxy- 
buttersäurekurve ist auch bei diesem Versuche die typische 
für die unnatürliche Ernährung. Die N-Kurve senkt sich im 
Hunger, die beiden anderen Kurven erhöhen sich, während 
umgekehrt bei dem natürlich entwickelten Kinde im Hunger 
die N-Kurve in gleicher Richtung den Ausschlag zeigt wie die 
Kurve für Aceton und $-Oxybuttersäure. In die Augen springend 
ist der Unterschied in den Mengen von Aceton und auch 
ß-Oxybuttersäure, die das Brustkind (в. Versuch 16, Bd. 56, 
8. 399 dieser Zeitschrift) im Gegensatz zum unnatürlich ge- 
nährten ausscheidet. Hier beträgt pro Kilogramm und Stunde 
die Menge Aceton 0,29 mg, die der ß-Oxybuttersäure 0,42 mg 
am 3. Hungertage. Bei den jetzigen Versuchen sind die Werte 
rund 3mal so hoch, nämlich 1,07 mg Aceton pro Kilogramm 
und Stunde und 1,3 mg f-Oxybuttersäure pro Kilogramm und 
Stunde am 3. Hungertage. Das Verhältnis des ausgeschiedenen 
N zum ausgeschiedenen Aceton ist so, daß auf je 100g N im 
Harn kommen: 


am 1. Hungertage. . . 1,8 g Aceton 

n 2. n ‚.. 74g n 

n 3. n e e o 818 n 
Tabelle VIII. 


Es wurden ausgeschieden im Harn pro Kilogramm Kind und Stunde: 


В-Оху- 
Aceton buttersäure 





Se ЕО 0,947 1.380 
Nachperiode erste 20 Std. 0,31 
periode Ze Zeit. | 00129 |) 9278 
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Der Gasstoffwechsel im Hunger und der Kraftwechsel überhaupt. 


Während dieses Versuches wurde, wie schon erwähnt, in 
zwei Phasen der Gasstoffwechsel untersucht, und zwar einmal 
nach 24stündigem Hunger und dann nach 72stündigem Hunger. 

Die Werte, die wir nach 24stündiger Nahrungsentziehung 
erhielten, sind, da sich das Kind im Versuch völlig ruhig ver- 
halten hat, als Grundumsatzwerte zu betrachten. Sie er- 
gänzen ausgezeichnet früher von uns angestellte Untersuchungen), 
indem wir nunmehr dem damaligen mageren, in der voran- 
gegangenen Zeit kümmerlich ernährten Kinde ein fettes, 
geradezu in Mast stehendes Kind an die Seite stellen können. 
Dahingegen ist der Versuch nach 72stündigem Hunger eine 
Ergänzung zu dem in der letzten Arbeit mitgeteilten. 

Das Resultat der beiden Versuche ist folgendes: 

Nach 24stündiger Nahrungskarenz (s. Protokoll am Schluß) 
produziert das Kind 12,274 р CO, und konsumiert 11,41g О, 
pro Quadratmeter und Stunde; der respiratorische Quotient 
beträgt 0,784. 

Nach ?72stündigem Hunger produziert das Kind nur noch 
10,05 g CO, und konsumiert 10,07 g O,. Der respiratorische 
Quotient ist auf 0,728 gesunken. Wir sehen also, daß der 
Hunger zu einer Einschränkung des Umsatzes führt, und zwar 
auch zu einer Einschränkung des Umsatzes N-freier Substanz: 
denn daß mit dem Eiweiß gespart wird, haben wir im vorher- 
gehenden erörtert. 

Da nun ja alle Werte bekannt sind, so können wir den 
gesamten Umsatz leicht berechnen. Das Kind zersetzt: 

Nach 24stünd. Hunger Nach 72stünd. Hunger 


pro 1 Std. . . 0,9770g Fett 1,1630 g Fett 
0,7180 g Glykogen 0,0130 g Glykogen 
0,5752 g Eiweiß 0,4169 g Eiweiß 

pro 24 Std. . . 23,4530 р Fett 27,9120 g Fett 
17,2320 g Glykogen 0,3600 g Glykogen 
13,8048 g Eiweiß 10,0060 g Eiweiß 

345,0 Cal 302,0 Cal 
pro ikg... . 595 » 52,1 » 
pro iqm.. . . 891,0 » 782,0 » 


1) Siehe Sohloßmann und Murschhauser, Der Grundumeatz und 
Nahrungsbedarf des Säuglings gemäß Untersuchungen des Gasstoffweohsels. 
Diese Zeitschr. 26, 1 ff. 
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Auf Kilogramm und Stunde betrug der Umsatz: 
Nach 24stünd. Hunger Nach 72stünd. Hunger 


Eiweiß. . . . 0,099g 0,072 g 
Fett. .... 0,168 g 0,200 g 
Glykogen. . . 0,125g 0,00224 g 


Wir sehen also den Gesamtumsatz von 891 Cal — Grund- 
umsatz — auf 782 Cal sinken. Das Glykogen ist nahezu er- 
schöpft, und deshalb wird nun die Fettzersetzung stärker heran- 
gezogen. Im Gegensatz zu unserem vorigen Versuch ist hier 
also der Glykogenverbrauch nur noch minimal, während er 
damals viel größer war. Vorzüglich stimmt nun der Gesamt- 
kraftumsatz von 782 Cal pro 1 qm Oberfläche mit dem zuletzt 
gefundenen von 792 im Versuch 19 nach 72stündigem Hunger 
‚überein. 

Unser jetziges fettes Kind und das früher (Bd. 26 dieser 
Zeitschr.) untersuchte magere Kind gaben als Zahlen im Grund- 
umsatz: 


Das fette Kind Das magere Kind 
pro 1 kg und 24 Std. pro 1 kg und 24 Std. 
2,37 g Eiweiß 2,09 g Eiweiß 
4,04 g Fett 2,98 g Fett 
3,00 g Glykogen 6,32 g Glykogen 
59,4 Cal 63 Cal 
pro 1 qm Oberfläche pro 1 qm Oberfläche 
891 Cal 859 Cal 


Wir sehen also merkliche Unterschiede zwischen dem Ab- 
bau eines fetten und eines mageren, eines vorher überreichlich 
und eines kümmerlich ernährten Kindes, Unterschiede, die in 
erster Linie auf der starken Inanspruchnahme des Glykogens 
beim mageren Kinde beruhen. 

Nach 48stündigem Hunger steigt — die Zahlen hierfür 
sind an Kind G. gewonnen (s. diese Zeitschr. 56, 408, 1913) — 
die Fettzersetzung pro Kilogramm Kind von 4,04 g auf 4,58 g. 
Die Eiweißzersetzung fällt auf 1,83 g pro Kilogramm, und die 
Glykogenzersetzung bleibt auf rund 3,0 р. 

Nach 72stündigem Hunger geht die Fettzersetzung in 
unserem jetzigen Versuch auf 4,80 g in die Höhe, in Versuch 19 
-auf 3,55 д herab, dagegen diesmal die Glykogenzersetzung fast 


bis zum Nullpunkt herunter auf 0,06 g pro Kilogramm gegen 
Biochemische Zeitschrift Band 58. 32 
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2,95 g im Versuch 19. Auch das Eiweiß beteiligt sich diesmal 
weniger an der Umsetzung, denn es sinkt die Quote auf 1,71 g 
pro Kilogramm gegen 2,24 g in Versuch 19. 

Da der Gesamtumsatz pro Quadratmeter diesmal genau 
so groB ist wie in Versuch 19, ist eine Erklärung für das 
rasche Versagen der Glykogenzersetzung vielleicht nur in dem 
Umstande zu suchen, daß Versuch 20 relativ rasch auf den 
vorhergehenden folgte, so daß möglicherweise die Glykogen- 
depots doch noch nicht in vollem Maße wieder angefüllt waren. 
Stärkere Bewegungen des Kindes sind sicherlich nicht die 
Schuld gewesen, da Kind G. sich während des ganzen Ver- 
suches ruhig verhielt; allerdings vielleicht zeitweise etwas un- 
ruhiger als seinerzeit bei Versuch 19. Es schrie nämlich häufig 
kurze Zeit hindurch; das Schreien war bedingt durch die Unlust, 
die die regelmäßigen Untersuchungen des Blutzuckers auslösten. 
Dadurch kann die raschere Erschöpfung des Glykogens herbei- 
geführt worden sein. Während des Respirationsversuches selbst 
war das Kind diesmal genau so ruhig wie bei der vorher- 
gehenden Untersuchung, in der nach 3tägigem Hunger der 
Gasstoffwechsel festgestellt worden war. Der Gedanke, daß der 
starke Fettansatz, den das Kind in der Zwischenzeit zwischen 
dem vorausgehenden Versuch und dem jetzigen zu verzeichnen 
hatte, an dem relativ stärkeren Fettabbau und der so geringen 
Glykogenzersetzung schuld hat, ist auch nicht gänzlich von 
der Hand zu weisen. Man könnte annehmen, daß nach Er- 
schöpfung eines beträchtlichen Anteils des Gesamtglykogens, 
das sich im Körper abgelagert findet, das so reichlich zur Ver- 
fügung stehende Fett sich in den Vordergrund des Stoffwechsels 
schiebt, daß gewissermaßen das, was im Überfluß vorhanden, 
jetzt verbraucht wird, um die Restbestände des Glykogens zu 
schützen. 

Erweislich ist, daß das Kind G. zum Schluß des Versuches 
einen wahrnehmbaren Kohlenhydratmangel des Gesamtorganis- 
mus zeigt, da der Blutzuckergehalt stark abgesunken war, und 
zwar noch etwas stärker als in dem letzten Versuch, soweit 
die Zahlen vergleichbar sind. Die von Mogwitz!) erhaltenen 
Zahlen geben folgendes Bild: 


1) Mogwitz, Monatsschr. f. Kinderheilk 1914. 
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Blutzuokergehalt. 
Dauer des Hungers Versuch 19. Versuch 20. 

3 Stunden 0,1010°/, 0,090 ee: 
17 n 0,0093 Is 0,0739], 
KN 0,0550 KÉ — 
42 nm — 0,0620/ 
48 0,0570°]/,, — 
64 nm — 0,046 ls 
12 n — 0,055 vi 0 
76 ” — 0,041 | 0 


Freilich trat das Kind mit einem etwas niedrigeren Blut- 
zuckergehalt in den Versuch ein. Bemerkt sei übrigens, daß 
unmittelbar nach der Wiederzufuhr von Kohlenhydrat der 
Blutzuckergehalt sofort ansteigt, und zwar zunächst über die 
Norm. Nach der ersten Mahlzeit fand sich: 


1/, Stunde später: 0,072°/, Blutzucker 
UL о» n (END 2 


Nach der 3. dem Hungern folgenden Mahlzeit sehen wir 
wieder nach 30 Min. ein Ansteigen auf 0,125°/,. 

Ähnliches war bei dem vorhergehenden Versuch auch er- 
mittelt worden. 

Nach dem Gesagten kann heute eine bündige Antwort auf 
die Frage, warum diesmal das Kind mehr Fett und weniger 
Glykogen nach 72stündigem Hunger und bei an und für sich 
gleichem Calorienverbrauch zersetzt hat, nicht gegeben werden. 
Wir werden über diesen Punkt weitere Versuche folgen lassen. 

Während der Vor- und Nachperiode des Versuches standen 
dem Kinde 108 bzw. 107 Calorien pro 24 Stunden und Kilo- 
gramm für den Kraftwechsel zur Verfügung nach Abzug der 
unausgesetzt ausgeschiedenen und der im Ansatz aufgespeicherten 
Energie. Dieses Angebot für den Kraftwechsel ist enorm hoch, 
zumal wenn man bedenkt, daß die Lagerung in Stoffwechsel- 
bandagen die Bewegungsmöglichkeit des Kindes stark einschränkt 
(siehe Tabelle IX, S. 500). 

Endlich noch eine kurze Bemerkung über die Temperatur. 
Diese sank, was die Analmessung anbelangt, bis zum Schluß 
des Versuches tief herab, nämlich bis 36,2 am Schluß des 
Hungers und sogar bis 35,4 kurz nach der ersten Mahlzeit. 
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Tabelle IX. 





Für den Umsatz standen zur Verfügung: 


| Vorperiode | Nachperiode 










Zufuhr: Calorien aus Fett . . . . . 1045,6 

я n Glykogen . . 1142,4 

n » Eiweiß . . .. 375,2 

з) Zusammen . e .. 2563,2 

Unausgenutzt: Calorien aus Eiweiß . 29,4 

im Kot я n Fett 118,0 

b) Summa . .. 2... ; 147,4 

с) Im Ansatz .. . 2» 2... 200,0 

а) Summe von b und .. 310,7 347,4 

Zum Umsatz stehen zur Verfügung 

ареала e . 1412,0 2216,0 

Pro Kilogramm und 24 Stunden . .| 108 Calorien 107 Calorien 


Die elektrisch gemessene Hauttemperatur zeigt diesen Abfall 
nicht. Es verschiebt sich offenbar das Verhältnis von Anal- 
temperatur zur Hauttemperatur, wenn der Darm längere Zeit 
von der Tätigkeit ausgeschaltet war. Gärungsvorgänge und 
Arbeitsblutfülle bringen die Analtemperatur bei der Verdauung 
in die Höhe. Schließt man diese Verdauungsarbeit aus, so 
sinkt die Temperatur im After, die der Haut bleibt aber hier- 
von unberührt. Auf die Temperaturverhältnisse im Hunger 
soll noch bei anderer Gelegenheit zurückgekommen werden. 


Protokolle zu den Respirationsversuchen. 


Versuch vom 21. August 1913. 
Versuchsobjekt: Gödden. 


Gewicht Gewicht d. Bekleidung Dauer £ 
des Kindes und des Bettzeuges des Versuchs Ernährung 
9800 g 3180 g 8 Std. Letzte Nahrung 


vor 24 Stunden. 

Anfangswerte: Temp. 18,5°; Bar. korr. 761,10; Manometer -+ 0,04; 
Thermobar. + 0,08; Нурт. 73. 

Endwerte: Temperatur 19,49; Bar. korr. 761,4; Manometer -+ 4,38; 
Thermobar. -+ 2,37; Нурт. 93. 


Anfangsvolumen . . 197,390 1 bei 18,59 und 749,53 mm Hg = 182,297 1 
Endvolumen . . . 197,390 1 я 18,5 n 747,58 n n = 181,828 1 
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Analysen 
der Anfangeluft der Endluft des Sauerstofis 
СО, = 0,07%, ‚ 0,29%, СО, = 0,089/, 
О, = 20,86), 20,08°/, О, = 94,299, 
N, = 79,07 °% 79,68 0, N, = 5,68 9%, 
100,00°/, 100,00, 100,009, 
Sauerstoffbilans. 
Vorher vorhanden . . . . . . . . 38,0271 
Nachher n e.. oo . o o 36,5101 
1,517 1 
Anfangegew. des Gasometers — 44,430 kg bei 108,81 Thermobarom. u. 18,3° 
Endgewicht n ” == 58,85 » » 108,65 n » 18,2° 
zugeführt — 8,201 l bei 0° u. 760,0 mm Hg 
davon ab N, in O, = 0,4621 


» » CO, » O, = 0,0061 
dazu 1,517 1 
Nettosauerstoffverbrauch . . 9,250 1 — 13,218 g. 
Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und Stunde = 0,532 1. 


Kohlensäurebilanz. 
Vorher vorhanden. . 0,1281 Aus Lauge . . . . . . = 6,8561C0, 
Nachher a .. 0,5271 Gesamtkohlensäureprod. — 7,255 1 
0,399 1 = 14,216 g 
Kohlensäure pro Kilogramm und Stunde = 0,417 1 
Respiratorischer Quotient . . . . . . . = 0,784 


Stickstoffbilanz. 
Vorher vorhanden . . 144,1421 N, aus О, (5,63°/,) . .= 0,4621 
Nachher » ‚ . 144,786 1 
0,644 1 Differenz. . . . . . = | 01821 
Bemerkungen: Das Kind produzierte pro Stunde und аш = 12,274 g CO, 
und konsumierte n n n » = 11,410 g O. 


Versuch vom 23. August 1913. 
Versuochsobjekt: Gödden. 


Gewicht Gewicht а. Bekleidung Dauer _ 
des Kindes und des Bettzeugeg Яев Versuchs Ernährung 
8150 g 8 Std, Letzte Nahrung 
vor zirka 
3 >< 24 Stunden. 


Anfangswerte: Temp. 19,3%; Bar. korr. 755,5; Manometer + 0,04; 
Thermobar. + 0,06; Hygr. 76. 

Endwerte: Temperatur 19,2%; Bar. korr. 757,5; Manometer + 8,72; 
Thermobar. — 1,29; Hygr. 87. 
Anfangsvolumen . . 197,390 1 bei 19,3 und 742,86 mm Hg = 180,177 1 
Endvolumen . . . . 197,390 1 » 19,39 » 751,16 » я» = 182,194 1 
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Analysen 
der Anfangsluft der Endluft des Sauerstofis 
СО, = 0,07%, 0,2290 СО, = 0,08%, 
О, = 20,869, 21,219, О, = 94,299, 
N, = 79,079, 78,489, N, = 5,630 
100,00°/, 100,009, 100,009, 
Sauerstoffbilanz. 
Vorher vorhanden ........ 37,585 1 
Nachher rn иа 88,648 1 


Anfangsgew. des Gasometers 
Endgewicht 


n n 


1,058 1 
31,320 kg bei 109,96 Thermobar. u. 19,00° 
42,040 n 109,66 n 19,15° 


n n 


zugeführt = 9,778 1 bei 0° u. 760,0 mm Hg 
davon ab N, in О, = 0,5501 
» sa CO, » О, = 0,0081 
davon ab 1,058 1 
Nettosauerstoffverbrauch 8,162 1 = 11,663 g. 
Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und Stunde == 0,469 1. 
= Kohlensäurebilanz. 
Vorher vorhanden. . 0,1261 Aus Lauge . . . . . . = 5,6641 СО, 
Nachher я . 0,4011 Gesamtkohlensäureprod. == 5,939 1 
0,275 1 == 11,673 g 


Kohlensäure pro Kilogramm und Stunde = 0,341 1 


Respiratorischer Quotient . . . . . . . = 0,728 
Stiokstoffbilanz. 
Vorher vorhanden . . 142,466 1 М, aus О, (5,689) . . = 0,5501 
Nachher n e „ 143,150 1 
0,684 1 Differenz . , . . . = | 0,1841 


Bemerkungen: Das Kind produzierte pro Stunde und qm = 10,05 g CO, 


und konsumierte 


n n n » = 10,07 g Oe- 


Über einen neuen Heißextraktionsapparat. 


Von 


H. Thar. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des kaiserl. Institute für 
experimentelle Medizin in Petersburg.) 


(Eingegangen am 25. November 1913.) 
Mit 1 Figur im Text. 


Für Lipoidstudien und bei Entfettung verschiedener Körper 
stellt die Anwendung eines Heiß-Extraktions-Apparats das ein- 
zige Mittel dar, um bei stets annähernder Siedetemperatur der 
zu prüfenden Extraktionsmittel zu extrahieren und eine scharfe 
Trennung der einzelnen Fraktionen sowie konstante Extraktions- 
dauer zu erreichen. Im Soxhletschen Apparat verläuft die 
Extraktion bei einer viel niedrigeren Temperatur als bei Siede- 
hitze des Extraktionsmittels. 

Zu den älteren, auf dem „Heißextraktionsprinzip“ be- 
ruhenden Apparaten gehört unseres Wissens unter anderen der 
von Landsiedl!) konstruierte und von Kumagawa und Suto?) 
beschriebene Apparat. 

Nach vielen Versuchen (von Sieber, Stawraki und mir 
selbst) ist es uns gelungen, einen in unserem Laboratorium 
seit längerer Zeit im Gebrauch gewesenen Apparat neu zu kon- 
struieren, der den früher hergestellten Heiß-Extraktions-Appa- 
raten gegenüber unserer Meinung nach einige Vorzüge hat und 
mit dem ich die Fachgenossen bekannt machen möchte. 

Die Konstruktion und alles Nähere ist aus der hier mit- 
gegebenen Fig. 1 und folgender Beschreibung leicht verständlich. 


1) Chem.-Zeitg. 1902, S. 275. 
з) Diese Zeitschr. 8, 212, 1908. 
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Der Apparat wird von der Firma Dr. Geiß- 
ler Nachfolger in Bonn am Rhein hergestellt, 
hat nur einen Schliff, und zu ihm gehören: 

1. ein doppelter zylinderförmiger Rückfluß- 
kühler mit Tubus und unterem Schliff; 

2. 2 oder 6 Extraktionszylinder (Hülsen- 
träger) mit Syphon; 

3. ein Destillationszylinder; 

4. 4 Rundkolben aus Jenaer Glas mit Schliff. 

Hergestellt wird er entweder mit 2 Ex- 
traktionszylindern für entfettete Hülsen Nr. 603 
(Schleicher-Schüll) von 22><80 mm und 
33 >< 80 mm und das erwähnte Zubehör, oder 
mit 6 Extraktionszylindern für dieselben Hülsen 
von 22 >< 80 mm, 33><80 mm, 33 >< 90 mm, 
33 >< 94 mm, 33 ><118 mm, 43><123 mm und 
Zubehör. 

Außerdem benutzen wir einen noch größeren Apparat, 
der nur mit 2 Extraktionszylindern von 43><123 mm und 
60 >< 180 mm und demselben Zubehör hergestellt wird. 

Dieser Apparat hat die Eigenschaften aller Heiß-Extrak- 
tions-Apparate, das heißt, daß alle quantitativen Extraktionen 
in einigen Stunden erreicht werden können; durch Ersatz des 
Extraktionszylinders durch den Destillationszylinder kann das 
Extraktionsmittel ohne Verlust schnell aufgesammelt werden; 
außerdem hat er folgende Vorzüge: 

1. Die Möglichkeit einer exakten, durch zahlreiche Ver- 
suche bestätigten Extraktion von geringen und größeren Mengen 
verschiedener Körper in ein und demselben Apparat. 

2. Bequemes und leichtes Einhängen des Extraktions- und 
Destillationszylinders von unten. 

3. Leichtes Sammeln aller festen Niederschläge im niedrigen 
und breiten Rundkolben. 

4. Ruhiges und energisches Sieden auf dem Sand- und 
Wasserbade, oder auf der von der Firma Heraeus in Hanau 
speziell zu diesem Zweck konstruierten elektrischen Heizplatte. 

5. Die Möglichkeit, nach einer vollendeten Extraktion gleich 
eine zweite und dritte beginnen zu können, ohne den ersten oder 
zweiten Extrakt gleich weiter zu verarbeiten, da der Apparat mit 
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4 Kolben versehen ist. Der Apparat kann natürlich nicht nur 
zur Extraktion von festen Körpern, sondern auch von Flüssig- 
keiten mit spez. leichteren und schwereren Extraktionsmitteln 
in speziell zu diesem Zweck von Landsiedl!) konstruierten 
Extraktionszylindern Verwendung finden. 

Eine größere Anzahl paralleler quantitativer Bestimmungen 
von Fetten und von verschiedenen fettähnlichen Substanzen resp. 
Lipoiden in festen Körpern, auf die ich in einer besonderen Mit- 
teilung zurückkommen will, haben ergeben, daß die Extraktion 
aller ätherlöslichen Verbindungen und Trennung verschiedener 
Fraktionen schnell ausgeführt werden können (Cholesterin, Cere- 
broside, Phosphatide). Als Beispiel will ich hier die quantita- 
tive Bestimmung des Gesamtlipoidphosphors anführen, die zur 
quantitativen Extraktion mit absolutem Alkohol 7 bis 12 Stunden 
erfordert, wobei der Alkohol in 1 Stunde in dem Destillations- 
zylinder aufgesammelt werden kann; der lufttrockene Extrakt 
wird für 24 Stunden in einen Vakuumexsiccator über Chlorcalcium 
(nicht H,SO,) getrocknet, dann in frisch destilliertem, absolutem 
Äther aufgenommen, erwärmt, schnell durch ein Asbestfilter 
filtriert und der Phosphor nach Entfernung des Äthers er- 
mittelt. 


1) 1. o. 


Autorenverzeichnis. 


Allenbach, E., siehe Meyerstein 
und Allenbach. 

Bach, A. Zur Kenntnis der Re- 
duktionsfermente. V. S. 205. 
Bang, Ivar. Über den Mechanis- 
mus einiger experimentellen 
Hypergiykämieformen bei Ka- 

ninchen. 8. 236. 

Barrenscheen, Hermann K. 
Über Glykogen- und Zuckerbil- 
dung in der isolierten Warm- 
blüterleber. S. 277. 

Blasel, Leopold, und Joh. Ma- 
tula. Untersuchungen über physi- 
kalische Zustandsänderungen der 
Kolloide. ХУІ. 8.417. 

Bisgaard, Axel. Untersuchungen 
über die Eiweiß- und Stickstoff- 
verhältnisse der Cerebrospinal- 
flüssigkeit sowie über die Wasser- 
stoffionenkonzentration derselben. 
S. 1. 

Böe, Gunnar. Untersuchungen 
über alimentäre Hyperglykämie. 
S. 106. 

Boysen-Jensen, P. Die Zer- 
setzung des Zuckers bei der alko- 
holischen Gärung. S. 451. 

Cramer, Harald, siehe Euler und 
Cramer. 

Euler, Hans, und Harald Cra- 
mer. Zur Kenntnis der Inver- 
tasebildung in Hefe. 8. 467. 

Ewald, W. F., siehe Loeb und 
Ewald. 

Fritsch, C., 
Fritsch. 

Forschbach, J. Zur Frage der 
Muskelmilchsäure beim Diabetes 
mellitus und der glykolytischen 
Kraft des Muskels. S. 339. 

Goy, S. Uber die Verdaulichkeit 
der Stickstoffsubstanzen in Kakao 
und Kakaoschalen. S. 137. 

Gutmann, S. Über die Bestim- 
mung des Calciums in organischen 


siehe Корёе und 


tierischen Flüssigkeiten und orga- 
nischen festen Substanzen. S.470. 

Hausmann,Max. Die „spontane“ 
Schwefelwasserstoffentwicklung 
der Leber und des Кіегкјагв. S 65. 

Heubner, W., und Fr. Jacobs. 
Goldzahlbestimmungen an Ei- 
weißkörpern des Blutes. S. 352. 

Iwanoff, Nicolaus. Über die 
flüchtigen Basen der Hefeauto- 
lyse. S. 217. 

Izar, G., und С. Patané. Über 
Antigene für die Meiostagmin- 
reaktion bei bösartigen Ge- 
schwülsten. I. S. 186. 

— — Über Lipoproteine. II. S.195. 

Jacobs, Friedrich. Versuche 
über den kolloidalen Zustand von 
Eiweiß- und Goldsolgemischen. 
5. 343. 

— siehe Heubner und Jacobs. 

Kerb, Joh., siehe Neuberg und 
Kerb. 

Kretschmer. Über anaphylaxie- 
ähnliche Vergiftungserscheinun- 
gen nach der Einspritzung ge- 
rinnungshemmender und gerin- 
nungsbeschleunigender Substan- 
zen in die Blutbahn. S. 399. 

Landsteiner, Karl. Über einige 
Eiweißderivate. S. 362. 

Liesegang, Raphael Ed. Prin- 
zipielle Bemerkungen über das 
Eindringen kolloider Farbstoffe 
in Pfianzenzellen. S. 213. 

Loeb,Jacques, undW.F.Ewald. 
Die Frequenz der Herztätigkeit 
als eindeutige Funktion der Tem- 
peratur. S. 177. 

Matula, Joh., siehe Blasel und 
Matula. 

Mendelssohn, A., siehe Michaelis 
und Mendelssohn. 

Meyer, Kurt. Zum bakteriellen 
Abbau des d-Glucosamins. 8. 415. 


Autorenverzeichnis. 607 












Schloßmann, Artur, und Hans 
Murschhauser. Der Stoff- 
wechsel des Säuglings im Hunger. 
П. 8. 483. 


Meyerstein, W., und E. Allen- 
bach. Über den Einfluß der 
Leukocyten auf hämolytische Sub- 
stanzen. 8. 92. 

Michaelis, L., und A. Mendels- 
sohn. Die Wirk bedingungen 
des Labfermente. 8 315. 

— siehe Rona und Michaelis. 

Murschhauser, Hans, siehe 
Schloßmann und Murschhauser. 

Neuberg, С., und Joh. Kerb. 

ber zuokerfreie Hefegärungen. 
XIll. Zur Frage der Aldehyd- 
bildung bei der Gärung von 
Hexosen sowie bei der 80g. Selbst- 
gä . 8. 158. 

Obte, Козы Darstellung von 
eiweißfreiem Emulasin. S. 329. 
Patane, C., siehe Izar und Patané. 
Pechstein, Н. Bemerkungen zu 
Spiros III. Mitteilung über die 
ällung von Kolloiden. $. 171. 

Poroelli-Titone, F. Über dasver- 
schiedene Verhalten der Wärme- 
bilanz bei dem durch verschiedene 
Fiebererreger hervorgerufenen 
Fieber. S. 365. 

Rogee, H., und С. Fritsch. Zur 
Chlorbestimmung im Blute. S.175. 

Rohland, Paul, Das Verhalten 
der Tone und Kaoline gegen 
Hydroxylionen. II S. i 

Rona, P und L. Michaelis. Die 
Wirkungsbedingungen der Mal- 
tase aus Bierhefe. II S. 148. 


Ssobolew, Nikolaus, siehe Weiß 
und Ssobolew. 

Stenström, Thor. Das Pituitrin 
Fee die Adrenalinhypergiykämie. 

. 472. 

Thar, H. Über einen neuen Heig- 
extraktionsapparat. $, 503. 

Tswett, М. Beiträge zur Kennt- 
nis der Anthocyane. Über künst- 
liches Anthocyan. S. 225. 

Walker, ChandlerJ,, siehe Zahn 
und Walker. 

Waltuch, Rudolfine, siehe Zer- 
пег und Waltuch. 

Weil, Edmund. Über die Wir- 
kungsweise der beim Меег- 
schweinchen erzeugten Hammel- 
bluthämolysine. $. 257. 

Weiß, Moriz, und Nikolaus 
Ssobolew. ber ein colori- 
metrisches Verfahren zur Bestim- 
mung des Histidins. 8. 119 

Zahn, Alfred und Chandler 
J. Walker. Über die Aufhebung 
der Blutgerinnung in der Pleura- 
höhle. S. 130. 

Zerner, Ernst, und Rudolfine 
Waltuch. Zur Frage des Pen- 
tosuriezuokers. S. 410. 








Way 


Wi 








d р жу" | * | € 1 i H Sie «4 _ wu eil А Е y ‚ а Е - 
КИЛ e ET EN NC die we | 
CR j 25. An: Е: A І A М . >" І ] 
СА: Talet i PELEAR, SN AN | i 
wb, "a RH WK Eech di f ` | 


к аг И end 





, L P { d и | 
\ 
1: | j . F 

Gw Р dé Е wi ' ч d 

ШЧ; 1 ne "e те 4 ' F 

aY , LE: e 24 { |} 
Kits А Ч Ё | . У м < 

ў. d L pal a Yi f 7 l У | 
HAT "Va y КЛ N} Уу di N 

ыа ы SEA" | 


Wen j шч £ з E. Ka A \ 








F Collections Vault 


N 








